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RESUMO

No Brasil a maioria dos acidentes ofidicos registrados ¢ causada por serpentes
peconhentas do género Bothrops. O tratamento convencional para intoxicagdo causada por
acidentes ofidicos ¢ a utilizag@o de soros hiperimunes, que contém anticorpos produzidos por
cavalos. No entanto, a produg@o desses antivenenos ¢ altamente heterogénea, e sua utiliza¢ao
pode causar varios efeitos adversos. A produgao de anticorpos monoclonais contra
componentes dos venenos de serpentes, que neutralizam os efeitos toxicos dos venenos, ¢ uma
alternativa terap€utica a antissoros convencionais, para ajudar na imunoterapia dos pacientes e
melhorar a reprodutibilidade entre os lotes. Neste trabalho foi produzido um anticorpo
monoclonal (mAb), a partir da imunizagdo de camundongos com um pool de venenos de
serpentes do género Bothrops (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, e B.
neuwiedi). Os ensaios de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e Western blot
demonstraram que o mAb reconheceu os venenos de B. alternatus e B. neuwiedi, e foi
denominado mAb anti-Ba/Bn. O mAb anti-Ba/Bn inibiu a atividade coagulante e a atividade
amidasica sobre o substrato sintético, BApNa, para serinoproteases, causadas pelos venenos
de B. alternatus ¢ B. neuwiedi. Com o objetivo de caracterizar o mAb anti-Ba/Bn, ele foi
imobilizado em coluna de Sepharose e os antigenos dos venenos de B. neuwiedi ¢ B.
alternatus foram fracionados por cromatografia de imunoafinidade, obtendo assim, as fracdes
B. neuwiedi (BnF) e B. alternatus (BaF). A BnF apresentou atividade proteolitica sobre o
substrato, acoplado a um sistema FRET (Abz-FLPRSFRQ-EDDnp), especifico para
serinoproteases. A BnF e BaF apresentaram atividade amidasica sobre o substrato BApNA.
Estas atividades, proteolitica e amidasica, foram significativamente inibidas pelo PMSF,
inibidor de serinoprotease. A BnF degradou a subunidade Aa do fibrinogénio humano e
parcialmente a subunidade Bp. No ensaio de incoagulabilidade in vivo foi observado que o
sangue dos animais que receberam 50 pg e 100 ug de BnF nao coagulou apos 60 minutos da
coleta. A analise protedmica bottom-up confirmou a prevaléncia de serinoproteases na BnF.
As sequéncias de aminodcidos, de peptideos gerados por digestdo triptica da BnF, mostraram
alta similaridade/identidade com a por¢do N-terminal de serinoproteases thrombin-like. Estes

resultados indicam que a proteina reconhecida pelo mAb € uma serinoprotease thrombin-like.

Palavras-chave: venenos de Bothrops; anticorpo monoclonal; serinoprotease de B. neuwiedi e

B. alternatus; ensaio de neutralizagdo; atividade coagulante.



ABSTRACT

In Brazil, the majority of registered snakebite accidents are caused by venomous
snakes of the Bothrops genus. The conventional treatment for snakebite envenoming is the use
of hyperimmune sera, which contains antibodies produced by horses. However, the production
of these antivenoms is highly heterogeneous, and their use can cause several adverse effects.
The production of monoclonal antibodies against components of snake venoms, which
neutralize the toxic effects of venoms, is a therapeutic alternative to conventional antisera, to
assist in the immunotherapy of patients and improve reproducibility between batches. In this
work, a monoclonal antibody (mAb) was produced from the immunization of mice with a pool
of venoms from Bothrops snakes (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, and B.
neuwiedi). The ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and Western blot assays
demonstrated that the mAb recognized the B. alternatus and B. neuwiedi venoms called mAb
anti-Ba/Bn. The mAb anti-Ba/Bn inhibited the coagulant activity and the amidase activity on
the synthetic substrate, BApNa, for serino proteases, caused by B. alternatus and B. neuwiedi
venoms. In order to characterize the mAb anti-Ba/Bn, it was immobilized on a Sepharose
column and the antigens from the B. neuwiedi and B. alternatus venoms were fractionated by
immunoaffinity chromatography, thus obtaining the B. neuwiedi fractions (BnF) and B.
alternatus (BaF). BnF showed proteolytic activity on the substrate, coupled to a FRET system
(Abz-FLPRSFRQ-EDDnp), specific for serino proteases. BnF and BaF showed amidase
activity on the BApNA substrate. These proteolytic and amidase activities were significantly
inhibited by PMSF, a serino protease inhibitor. BnF degraded the human fibrinogen Aa subunit
and partially the B subunit. In the in vivo incoagulability assay, it was observed that the blood
of animals that received 50 pg and 100 pg of BnF did not clot after 60 minutes of collection.
Bottom-up proteomic analysis confirmed the prevalence of serine proteases in BnF. The amino
acid sequences, of peptides generated by BnF tryptic digestion, showed high similarity/identity
with the N-terminal portion of thrombin-like serino proteases. These results indicate that the

protein recognized by the mAb is a serino protease thrombin-like.

Keywords: Bothrops snake venoms; monoclonal antibody; serine protease of B. neuwiedi and

B. alternatus venom; neutralization assay; anticoagulant activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

O envenenamento por serpentes ¢ um problema de saude publica em muitos
paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento. Cerca de 5,4 milhdes de pessoas
sao mordidas anualmente, resultando em aproximadamente 100.000 mortes e 400.000
amputagdes (CHIPPAUX, 1998; WHO, 2020).

Os acidentes ofidicos sdo importantes responsaveis pela mortalidade e
morbidade, principalmente de trabalhadores de areas rurais dos paises tropicais e
subtropicais, como Africa subsaariana, sul e sudeste da Asia, Papua Nova Guiné e
América Latina (CHIPPAUX, 2011; HARRISON et al., 2009; MOHAPATRA et al.,
2011).

A OMS, em 2017, classificou os acidentes ofidicos na Categoria A das Doencas
Tropicais Negligenciadas. Essa nova situacdo poderd aumentar o acesso a novos
financiamentos para pesquisas mais amplas e profundas e, também, expandir a
acessibilidade dos antivenenos e a cooperacdo entre as partes interessadas, com o
objetivo de melhorar a gestdo de acidentes ofidicos nos paises em desenvolvimento
(CHIPPAUX, 2017). Comparado a outras doencas classificadas como tropicais
negligenciadas, os acidentes ofidicos apresentam uma taxa de incidéncia superior a

leishmaniose visceral, hanseniase e doenca de Chagas (ARNOLD, 2016) (Figura 1).
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/

“Numeros estimados
Figura 1 - Incidéncia anual de algumas doencas tropicais negligenciadas. A incidéncia dos

acidentes ofidicos é superior & da maioria das doengas tropicais negligenciadas representadas,
sendo inferior somente a Esquistossomose. (Adaptado de ARNOLD, 2016).

No Brasil, a maioria dos acidentes ofidicos registrados ¢ causada por serpentes
peconhentas do género Bothrops spp., seguido por serpentes do género Crotalus spp.,
Lachesis spp. e Micrurus spp. (Figura 2). As serpentes do género Bothrops spp. foram
responsaveis por 86,6% dos acidentes em 2019 (MINISTERIO DA SAUDE DO

BRASIL, 2019).

86,6

m Bothrops m Crotalus m Lachesis Micrurus

Figura 2 - Acidentes causados por serpentes peconhentas no Brasil no ano de 2019.
(Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2019 - Sistema de Informagio de Agravos de
Notificacdes, acesso em 21/03/2019).

Os acidentes botropicos sdo causados por serpentes dos géneros Bothrops spp.,
Bothriopsis spp. € Botrocophias spp., que formam o complexo Bothrops (CARRASCO

et al., 2016). O complexo apresenta 29 espécies em todo o territério nacional,
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encontradas em diversos habitats, como rios e igarapés, areas litoraneas e umidas,

agricolas e periurbanas, cerrados e areas abertas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

1.2 Composicao dos venenos botrdopicos e sintomas do envenenamento

Os venenos de serpentes sao uma complexa mistura farmacologicamente ativa
de proteinas e polipeptideos, produzidos e estocados em uma glandula altamente
especializada. Também estdo presentes citrato, ions metélicos, carboidratos,
nucleotideos e em menor propor¢ao aminoacidos livres (RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUIJO, 2006).

Dentre as proteinas com atividade enzimatica isoladas de venenos botropicos
destacam-se as: L-aminoacido oxidases (LAAO), fosfolipases A, (PLA; -
Phospholipase A3), serinoproteases (SVSPs - snake venom serine protease) e
metaloproteases (SVMPs - snake venom metalloprotease), cujas estruturas e
mecanismos de acao vém sendo elucidados por diferentes métodos (Figura 3). Estudos
protedmicos e transcriptomicos revelaram que dentre as toxinas com alta atividade
enzimatica, as metaloproteases sdo as mais expressas em serpentes viperideas e sdo as
principais toxinas responsaveis pela hemorragia (CALVETE et al., 2009; GUTIERREZ
et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2009; LOMONTE et al., 2014; TASOULIS;

ISBISTER, 2017; ZELANIS et al., 2010).
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Figura 3 - Classes de toxinas e niveis de distribuicdo. A) Composi¢do do veneno de Bothrops
spp. baseado na analise protedomica de 10 espécies (Adaptado de Tasoulis e Isbister, 2017). B)
Niveis de toxinas no veneno da familia Viperidae (subfamilia Viperanae e Crotalinae). O
grafico destaca as faixas de niveis de proteinas (expressos como % do proteoma total dos
venenos). As barras sdo codificadas por cores de acordo com as atividades bioldgicas mais
relevantes da familia de toxinas correspondente. Gradientes de cor indicam dependéncia de
concentracao do efeito bioldgico (mesma cor) ou diferentes sdo codificadas por cores de acordo
com as atividades bioldgicas mais relevantes da familia de toxinas correspondente (Adaptado de
Gutiérrez et al., 2017). Abreviagdes: SVMP, Metaloprotease do veneno de serpente (snake
venom metalloprotease); PLA,, Fosfolipase A2 (phospholipase A,); SVSP, serinoprotease de
veneno de serpente (snake venom serine protease); LAAO ou LAO, L- aminoacido oxidase
(L-amino acid oxidase); CRiSP, proteina secretdria rica em cisteina (cysteine rich secretory
protein); CTL, Lectinas tipo C (C-type lectin); DIS, desintegrinas (disintegrin); NP, Peptideo
Natriurético (natriuretic peptide); VEGF, fator de crescimento endotelial vascular (vascular
endothelial growth fator); MVC, menores componentes do veneno (minor venom
components); DTx, dendrotoxina (dendrotoxin); 3FTx, Toxina three finger (Three finger
toxin).

Essa mistura pode sofrer alteracdo em sua composicao associada a variagdo de
habitat, dieta, sazonalidade, idade e género das espécies, e os mecanismos relacionados
a estas modificacdes sdo pouco elucidados (CALVETE, 2011; GIBBS; SANZ;
CALVETE, 2009; GUERCIO et al., 2006; MENEZES et al., 2006). Variagdo no
proteoma/peptidoma do veneno baseada no género, também ja foi verificada em
Bothrops jararaca. Foi demonstrado que adultos machos e fémeas apresentaram um
perfil diferente na atividade proteolitica sobre o fibrinogénio e gelatina (ZELANIS et

al., 2016).
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Analise do transcriptoma de Bothrops alternatus demonstrou que as principais
toxinas sdo metaloproteases (81%), principalmente a metaloprotease da classe P-III,
peptideo potencializador de bradicinina/peptideo natriurético tipo-C (8,8%), fosfolipase
A (5,6%), essencialmente 4cida, serinoprotease (1,9%) e lectinas tipo C (1,5%).
Toxinas encontradas em menor quantidade foram L-aminoacido oxidase, proteinas
secretoras ricas em cisteina (CRISPs), dipeptidilpeptidase IV, hialuronidase, toxinas
three finger ¢ oanina (Figura 4) (CARDOSO et al., 2010).

Il Vetaloprotease (81,4%)

I Peptideo potencializador de bradicinina (8,33%)
[ Fosfolipase A2 (5,5%)

I Serinoprotease (1,92%)

[ Lectinas tipo-C(1,44%)

[ Outros

I Proteinas secretoras ricas em cisteina - CRISPs (0,4%)

[ Taicatoxina like (0,16%)

[ Ativador de protrombina (0,08%)

I Precursor de catrocolastina (0,08%)
Dipeptidilpeptidase IV (0,08%)

Figura 4 - Principais toxinas da glindula de veneno de B. alternatus. A parte superior
mostra as toxinas encontradas em maior quantidade e a parte inferior, as toxinas encontradas em
menor quantidade (Adaptado de CARDOSO et al., 2010).

Outro estudo analisou o proteoma de Bothropoides pauloensis, classificada
inicialmente como Bothrops neuwiedi pauloensis, € verificou que as principais toxinas
enzimaticas sdo metaloproteases (38,1%), fosfolipase A, (31,9%), serinoprotease
(10,5%), L-aminoacido oxidase (2,8%) (RODRIGUES et al., 2012).

As LAAOs presentes nos venenos de serpentes sao glicoproteinas ligantes de
Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) ou Flavina Mononucleotideo (FMN),
homodiméricas com massa entre 110 - 150 kDa (ZULIANI et al., 2009). No entanto,
quando analisadas por SDS-PAGE, em condi¢des redutoras e ndo-redutoras, a massa
molecular varia de 50 - 70 kDa, indicando que os homodimeros ndo sdo ligados

covalentemente (DU; CLEMETSON, 2002). Exibem preferéncia por aminoécidos



22

aromaticos e hidrofobicos como a fenilalanina e a leucina (KANG et al., 2011). Vérios
estudos indicam que as LAAOs exercem um papel fundamental na toxicidade do
veneno. Alguns sugerem que essas enzimas sejam responsaveis pela inibicdo da
agregacao plaquetaria (SAKURAI et al., 2001), e outros que a agregagao plaquetaria e o
efeito bactericida ocorram em fung¢do da producdo do H,O, produzido apods sua
atividade enzimatica (LU et al., 2002; STABELI et al., 2004).

Os venenos botropicos sao ricos em enzimas proteoliticas, tais como
metaloproteases e serinoproteases. Metaloproteases sdo enzimas hidroliticas do tipo
endopeptidases que dependem da ligacdo de um metal, geralmente o zinco, em seu sitio
catalitico para manifestacdo de suas atividades. Estas enzimas variam amplamente em
filogenia (de bactérias at¢ mamiferos) e nas suas atividades in vivo (BLUNDELL,
1994).

Nos venenos de serpentes, as metaloproteases estdo divididas em classes,
baseadas na presenca ou auséncia de dominios (metaloprotease, desintegrina ou
semelhante a desintegrina, rico em cisteina e dominio lectina), como a seguir: classe P-I
(SVMPs que possuem apenas o dominio metaloprotease); Plla a Plle (possuem o
dominio metaloprotease e dominios desintegrina. PIlla a Plllc (contém o dominio
metaloprotease, desintegrina-/ike ¢ dominio rico em cisteinas e finalmente PIIId,
anteriormente conhecida como PIV (contém a estrutura de PIII e 2 dominios lectina
tipo-C conectados por ligacdes dissulfeto) (ESCALANTE et al., 2011; FOX;
SERRANO, 2005, 2008; OYAMA; TAKAHASHI, 2017). As diferencas na composi¢ao
dos dominios explica a grande variagao na massa molecular dessas proteases, que varia
entre 22 ¢ 100 kDa (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). J4 foi descrito também, que as
metaloproteases do tipo P-III sdo as toxinas mais antigénicas do veneno do complexo

Bothrops, e possuem alta identidade entre as espécies. Isto favorece a reatividade
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cruzada entre os soros, em diferentes venenos, mesmo os que ndo foram adicionados ao
pool de imunizacao (SOUSA et al., 2013).

As metaloproteases sdo responsaveis pela hidrolise dos componentes da
membrana basal dos capilares, como o colageno tipo IV, e matriz extracelular,
enfraquecendo a estabilidade mecanica destes vasos, e provocando hemorragia, que ¢
um dos principais efeitos do envenenamento por estas serpentes (Figura 5)
(ESCALANTE et al., 2011; GUTIERREZ et al, 2016a; URS et al, 2013). A
hemorragia sistémica pode causar hipovolemia e choque cardiovascular (WARRELL,
2010). Estas enzimas também apresentam atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica
(BRAUD; BON; WISNER, 2000).

As serinoproteases sdo encontradas em varios animais, plantas e microrganismos
e apresentam a triade catalitica (Ser'”®, His*’, Asp'*®) conservada, que é um critério para
classificar a proteina como serinoprotease (PERONA; CRAIK, 1995). Elas sdo inibidas
pelos reagentes modificadores de serina como o PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e
DFP (diisopropilfluorofosfato) (SERRANO, 2013). A massa molecular das
serinoproteases varia de 26 a 67 kDa, dependendo da quantidade de glicosilagdes
(SERRANO; MAROUN, 2005). Elas sdo capazes de afetar a hemostasia pela interacao
com varios componentes do sistema da coagulagdo, seja por degradagdo proteolitica,
por ativag¢do ou inibicdo de fatores especificos envolvidos na coagulacao, fibrindlise e
agregacdo plaquetaria (Figura 5) (MITRAKUL, 1979; URS et al, 2013).
Serinoproteases thrombin-like, ou seja, que apresentam similaridade funcional com a
trombina sdo encontradas em muitas espécies de serpentes. A maioria dessas enzimas
ndo sdo inativadas pelo inibidor fisiologico, heparina-antitrombina III, e também, nao
ativam o fator XIII, que ¢ estabilizador da fibrina, tornando o coagulo formado instavel

e frouxo. (CASTRO et al., 2004). Esta ¢ uma propriedade interessante, que torna estas
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serinoproteases fontes para desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (KINI,

2006).

Proteases de veneno de serpente
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Figura 5 - Mecanismo de acdo das proteases de venenos de serpentes. SVSPs: serino
proteases de veneno de serpente (snake venom serine protease); SVMPs: Metaloproteases do
veneno de serpente (snake venom metalloprotease); MB: membrana basal); CE: célula
endotelial (Adaptado de URS et al., 2013).

Dentre essa variedade de enzimas que compdem o veneno, podemos também
destacar as fosfolipases A, (PLA;) que possuem a funcdo de catalisar a hidrolise de
fosfolipideos de membrana, liberando acidos graxos livres e lisofosfolipideos, o que
pode causar danos severos aos tecidos bioldgicos (HIGUCHI et al., 2007).

As fosfolipases A, podem ser encontradas em diversos sistemas biologicos e
sdo enzimas que apresentam massa molecular entre 13 e 15 kDa (WARD et al., 2001).
Sdo importantes componentes miotoxicos dos venenos, que induzem degeneragdo nas
células musculares, através da ligacdo e destruigdo das membranas das fibras
musculares (MONTECUCCO; GUTIERREZ; LOMONTE, 2008; R. W. DIXON :J. B.
HARRIS, 1996). Algumas das fosfolipases A, atuam através da hidrdlise dos
fosfolipideos presentes na membrana plasmatica, e outras, fosfolipases homologas,

cataliticamente inativas, atuam através de interagdes hidrofobicas (GUTIERREZ;
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OWNBY, 2003). Essas enzimas causam varios efeitos fisioldgicos, como por exemplo,
acdes proinflamatorias, nociceptivas, edematogénicas e anticoagulantes (Figura 6)
(KINI, 2006; NUNES et al., 2011; TAN; SAIFUDDIN; YONG, 1991; URS et al.,

2013).
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Figura 6 - Mecanismo de a¢ao das fosfolipase A,. PLA, : fosfolipase A2 (phospholipase A2);
Asp49: Aspartartod9 (Aspartate49); Lys49: Lisina49 (Lysine49); PAF: fator de ativagdo
plaquetaria (platelet activating fator); LPA: Lipoproteina A (Lipoprotein-A) (Adaptado de URS

etal., 2013).

As hialuronidases desempenham importante papel no envenenamento, pois
alteram a integridade da matriz extracelular através da degradacao do acido hialurénico,
possibilitando assim, o espalhamento das demais toxinas e aumento dos sintomas
(Figura 7) (FOX, 2013; GIRISH et al., 2002; URS et al., 2013). As hialuronidases,

presentes em venenos de serpente, possuem peso molecular variando entre 33 kDaa 110
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kDa, o que sugere heterogeneidade estrutural devido a modificagdes pds traducionais

(CEVALLOS et al., 1992).
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Figura 7 - Mecanismo de a¢do das hialuronidases (Adaptado de URS et al., 2013).

A ampla variedade de manifestagdes clinicas esta diretamente relacionada a alta
complexidade e diversidade dos venenos de serpentes, que apresentam elevada variagdo
bioquimica e toxicoldgica. De acordo com a descri¢ao anterior, algumas toxinas causam
dano tecidual local, caracterizado por edema, hemorragia e necrose, que podem resultar
em sequela permanente e invalidez (Figura 8). Outras provocam manifestacdes
sistémicas como paralisia respiratoria, hemorragia, coagulopatia, choque, insuficiéncia
renal aguda, rabdomiolise e cardiotoxicidade (BRAUD; BON; WISNER, 2000;

GUTIERREZ et al., 2017; URS et al., 2013; WHITE, 2005).
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Figura 8 - Toxicidade causada por envenenamento por mordida de serpente (Adaptado de
URS et al., 2013).

1.3 Tratamento

O tratamento para o envenenamento ofidico ¢ feito através dos soros
hiperimunes, que contém anticorpos produzidos por cavalos imunizados com antigenos
especificos, preparados com os venenos das serpentes de interesse.

Diferentes antivenenos heterélogos sdo produzidos em muitos paises com o
objetivo de neutralizar os venenos das diferentes espécies animais (LAUSTSEN et al.,
2018). No entanto, o fornecimento destes antivenenos em muitos paises € insuficiente, o
que gera sérias consequéncias econdmicas € humanitarias (BROWN; LANDON, 2010).
Além disso, os animais que sao imunizados com 0s venenos para a producao dos soros
tém baixa expectativa de vida e saude debilitada. A produgdo dos antivenenos ¢

altamente heterogénea e a melhora na sua qualidade, disponibilidade e acessibilidade
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depende da ciéncia, tecnologia e da consciéncia das autoridades de saude publica frente
a relevancia do problema (GUTIERREZ, 2012).

O soro anti-botrépico utilizado no Brasil ¢ produzido pelo Instituto Butantan,
Fundagao Ezequiel Dias (FUNED), Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiolédgicos
(CPPI) e pelo Instituto Vital Brazil. A preparagao do soro ¢ feita através da imunizagao
de cavalos com o pool de venenos: Bothrops alternatus (12,5%), Bothrops jararaca
(50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops moojeni (12,5%), e Bothrops neuwiedi
(12,5%) (CARDOSO et al., 1993; QUEIROZ et al., 2008).

Para a obtengao do soro, o plasma dos cavalos ¢ submetido a uma sequéncia de
processos fisicos e quimicos para a purificagdo das imunoglobulinas (CHAIMOVICH,
2011). Os antivenenos produzidos em animais podem ser preparados de 3 maneiras
diferentes: IgG total (150 kDa), fragmentos F(ab’), de imunoglobulina (100 kDa) ou
fragmentos Fab de imunoglobulina (50 kDa), e tem perfil farmacocinético diferente
devido a sua massa molecular (GUTIERREZ, J. M.; LEON, G.; LOMONTE, 2003).
No entanto, a maioria dos anticorpos ndo estd direcionado as toxinas do veneno de
importancia médica, e sim contra os antigenos aos quais o animal foi imunizado durante
toda a vida. Assim, aproximadamente 70% das imunoglobulinas ndo sdo direcionadas
contra componentes do veneno (LAUSTSEN et al., 2016a).

Em busca de melhorar tanto as questdes relacionadas aos efeitos adversos da
utilizacdo dos antivenenos como as dificuldades na sua obtengdo, disponibilidade e
acessibilidade em varias partes do mundo, pesquisas de base biotecnologica tém sido
realizadas, com o objetivo de produzir anticorpos em diferentes formatos para
neutralizar toxinas de venenos (LAUSTSEN et al., 2018). Também, informagdes sobre
a composi¢cdo dos venenos, identificagdo e isolamento de toxinas tém contribuido para

pesquisas de novos antivenenos baseados em moléculas pequenas, anticorpos e seus
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fragmentos. O aumento no nimero dessas descobertas aponta para uma transicao na
utilizacdo de antivenenos produzidos em animais para antivenenos baseados em
biotecnologia moderna (LAUSTSEN et al., 2016b).

O desenvolvimento da tecnologia de hibridoma realizado por Kdhler e Milsten
em 1975, contribuiu muito para o desenvolvimento da medicina, pois abriu caminho
para a producdo de varios anticorpos monoclonais terapéuticos, € também, para
aplicagoes relacionadas ao diagnostico. Esta tecnologia consiste na fusdo das células B
do baco de camundongos imunizados, que secretam anticorpos, com células
imortalizadas provenientes de mieloma de camundongo. Esse processo ¢ realizado com
o objetivo de torné-las imortais a fim de produzir quantidades ilimitadas de anticorpos
com especificidade definida. Estes anticorpos sao denominados monoclonais, uma vez
que as células que os secretam sdao derivadas de um unico clone produtor de
imunoglobulinas idénticas (BAYER-GARNER; COTTLER-FOX; SMOLLER, 2003;
KOHLER; MILSTEIN, 1975). Desde o inicio da comercializacdo dos anticorpos
monoclonais terapéuticos em 1986, a quantidade e variedade desses produtos
biofarmaceéuticos tem crescido significativamente, principalmente porque sdo altamente
especificos (ECKER; JONES; LEVINE, 2015).

A producdo de anticorpos monoclonais tem sido desenvolvida para
complementar a utilizagdo de drogas e vacinas ou até mesmo para suprir a necessidade
de tratamento nos casos em que ndo existem terapias disponiveis. Além disso, a
utilizacdo de anticorpos ¢ importante para combater doengas infecciosas nas quais
alguns patdgenos apresentam resisténcia a antibidticos, assim como na neutralizagdo de
efeitos toxicos mediados por toxinas (IRANI et al., 2015).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais e/ou seus fragmentos tornam-se 6timas

ferramentas para estudos antivenomicos que permitem obter maior conhecimento acerca
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de quais toxinas sao mais expressas em determinadas espécies e, com isso, tal abordagem
pode abrir caminhos para novas pesquisas que visam o aperfeicoamento na producao dos
soros antiofidicos (CALVETE et al., 2009).

A produgdo desses monoclonais, que podem neutralizar os efeitos toxicos dos
venenos, seria uma alternativa terapéutica a antivenenos convencionais. A utilizagao de
anticorpos monoespecificos ou misturas desses anticorpos poderia auxiliar no
desenvolvimento de imunoterapias mais especificas, que permitiriam a utilizacdo de
uma menor quantidade de antivenenos (ALVARENGA et al., 2005; FRAUCHES et al.,
2013).

Apo6s a producao dos monoclonais, outra etapa importante e responsavel pelo
sucesso da utilizagdo terapéutica, ¢ a humanizacao desses anticorpos, o que possibilita a
utilizagdo em humanos com menor ocorréncia de efeitos colaterais. Os anticorpos
monoclonais  humanizados s3o compostos pela regido determinante de
complementariedade proveniente do anticorpo murino e o restante da molécula ¢ de
origem genética humana (JOHNSTON, 2007).

Com base nessa abordagem, o presente estudo busca a produgdo de anticorpos
monoclonais com o objetivo de avaliar o seu potencial de reconhecimento frente a
proteinas presentes em venenos botropicos, a fim de propor uma estratégia que
possibilite a utilizagdo de terapia alternativa ou o enriquecimento do soro antiofidico
com anticorpos anti-toxinas para a melhoria da soroterapia. Adicionalmente, este
trabalho também objetiva verificar o potencial desses anticorpos em neutralizar as
principais atividades biologicas dos venenos botropicos, assim como identificar e

caracterizar os antigenos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Produzir anticorpos monoclonais contra os venenos de serpentes do género
Bothrops spp. como alternativas teraputicas a soros equinos policlonais e

bioferramentas no estudo e caracterizagdo dos componentes dos venenos.

2.2 Especificos

e Selecionar hibridomas e clonar as células produtoras de anticorpos monoclonais
contra proteinas presentes nos venenos botropicos (B. alternatus, B. jararaca, B.
Jjararacussu, B. moojeni, e B. neuwiedi),

e Obter anticorpos monoclonais purificados;

e Avaliar a imunorreatividade desses anticorpos frente aos diferentes venenos
botrdpicos e avaliar seu potencial de neutralizacao;

e Realizar a isotipagem dos anticorpos monoclonais;

e (aracterizar bioquimicamente os antigenos dos venenos botropicos, obtidos por
cromatografia de imunoafinidade realizada em coluna preparada com anticorpos

monoclonais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E VENENOS
Camundongos Balb/c fémeas (18-22 g), Swiss machos (18-22 g) e ratos Wistar
(100-120 g) foram adquiridos no Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas e receberam agua e racao ad
libitum, sob condi¢des ambientes controladas (temperatura de aproximadamente 23 °C e
12h de exposi¢ao a luz). Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas do Comité de Etica em Experimentacio animal da UFMG (CEUA/UFMG
152/2019).
Os venenos liofilizados de B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni
e B. neuwiedi foram fornecidos pela Fundacao Ezequiel Dias (FUNED).
3.2 PRODUCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA OS
VENENOS BOTROPICOS
Para produzir anticorpos monoclonais contra venenos de sepentes do género
Bothrops, primeiramente os camundongos foram imunizados com pool de venenos
botrdpicos, e em seguida foi realizada fusdo dos esplenodcitos dos camundongos e
células de mielomas. Apds a obten¢do dos anticorpos monoclonais, foi realizada
producdo e purificacdo, e em seguida ensaios imunologicos e avaliagdo dos antigenos

conforme esquema abaixo (Figura 9):
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Imunizacéio de
Camundongos

Fusdio de Células

Selegtio de mAb

Productio e
Purificactio de mAb

Ensaios Avaliacto dos
Imunclégicos Antigenos

Figura 9 - Esquema geral do fluxo de trabalho contemplando a sequéncia de realizacdo
das etapas. Imunizacdo dos camundongos, fusdo de células, selecido de mAb, producdo e
purificacdo de mAb, ensaios imunolédgicos e avaliacdo dos antigenos. As ultimas duas etapas
serdo descritas em outros topicos. mAb: anticorpo monoclonal

3.2.1 Imunizacio dos camundongos e verificacdo da reatividade dos soros por
ELISA

Camundongos Balb/c foram imunizados com 4 doses do pool de veneno de

cinco serpentes do género Bothrops spp., B. alternatus (12,5%), B. jararaca (50%), B.
Jjararacussu (12,5%), B. moojeni (12,5%), e B. neuwiedi (12,5%). O intervalo entre a
primeira e a segunda imunizagao foi de trés semanas, entre a segunda e a terceira de dez
dias e entre a terceira e a quarta de uma semana. As duas primeiras doses foram via
subcutanea, e a terceira dose intraperitoneal, sendo a primeira com emulsdo 1:1 (v/v) de
20 pg do pool de venenos e adjuvante de Freund completo e as demais com emulsao 1:1
(v/v) de 20 pg do pool de venenos e adjuvante de Freund incompleto. A quarta dose, um
reforco endovenoso de 3 pg do pool de venenos em salina (NaCl 0,9% p/v), 3 dias antes

da realizacdo da etapa de fusdo (ALVARENGA et al., 2003).
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Sete dias apds a terceira imunizagcdo os camundongos foram sangrados e a
reatividade dos soros contra o pool de venenos foi avaliada por ELISA. Para realizar
este ensaio, placas de poliestireno (Costar 3590) de 96 pogos foram sensibilizadas,
overnight entre 2 ¢ 8 °C, com 0,5 pug/pogo do pool de venenos de Bothrops spp. (B.
alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, ¢ B. neuwiedi) em tampao
bicarbonato pH 9,6. O ensaio foi conduzido conforme previamente descrito por
CHAVEZ-OLORTEGUI et al. (1991). As placas foram bloqueadas com 1% de
albumina bovina (BSA) e 0,1% de tween 20 em tampao fosfato-salino (PBS) 50 mM. O
soro dos camundongos na dilui¢do 1:12800 (titulacdo prévia) foi incubado por uma hora
a 37 °C. Na sequéncia, foi utilizado o anticorpo anti-mouse IgG conjugado com
peroxidase (Anti-mouse IgG, Whole molecule, peroxidase-antibody produced in goat -
Sigma) na diluicdo 1:3000. O substrato OPD (ortofenilenodiamina) foi utilizado para
revelar a reacdo. A placa foi incubada no escuro por 30 minutos e a reacdo foi
interrompida pela adi¢ao de 25 puL de 4cido sulfurico 2 M. A absorbancia foi medida no
leitor de microplacas (Biorad Modelo 680) a 490 nm.

O camundongo que apresentou soro mais reativo foi selecionado para receber o

estimulo de imunizagdo, ou seja, a dose de refor¢o, conforme citado anteriormente.

3.2.2 Cultivo de células de mieloma de camundongo (Sp2/0-Ag14)

A linhagem Sp2/0-Agl4, derivada de esplenocitos de camundongo Balb-c
fusionados com mieloma, foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
Estas células foram cultivadas em DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high
glucose, (Sigma-Aldrich), suplementado com soro fetal bovino 20% (v/v) (Sigma),
0,2% (v/v) de gentamicina (Gibco), nas primeiras 2 semanas. Apos este periodo, o soro

fetal bovino foi reduzido para 10% (v/v) e os demais componentes do meio de cultura
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foram mantidos nas mesmas concentragdes citadas anteriormente. Estas células foram

mantidas em estufa a 37 °C, com atmosfera umidificada e gas carbdnico (CO;) a 5%.

3.2.3 Fusao dos esplendcitos e células Sp2/0-Agl4

Como descrito no item 3.2.1, apds a dose de reforco endovenoso o camundongo
selecionado foi eutanasiado e o bago foi removido. Os esplenocitos foram
individualizados mecanicamente e fundidos as células Sp2/0-Agl4 com a utilizagdo de
polietilenoglicol 1500. As células foram distribuidas em 5 placas de 96 pocos (Sarstedt)
e foram cultivadas em DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose,
(Sigma-Aldrich), suplementado com soro fetal bovino 20% (v/v) (Sigma-Aldrich),
gentamicina 0,2% (v/v) (Gibco), penicilina/estreptomicina 100 U/mL/100 pg/mL
(Gibco), glutamina 2 mM (Gibco), 2% de HAT Media Supplement (50x) Hibri-Max
(Sigma-Aldrich), Hipoxantina, Aminopterina e Timidina, em estufa a 37 °C, com
atmosfera umidificada e géas carbonico a 5%. Apos a fusdo das células, o meio de
cultura foi trocado periodicamente, com intervalos de 3 ou quatro dias, ou quando o
meio ja se apresentava metabolizado (mudancga de coloracdo).

Apds 14 dias, a reatividade dos anticorpos produzidos pelos hibridomas
(originados da fusdo de células do bago do camundongo imunizado e de mieloma de
camundongo), foi avaliada por ELISA, utilizando placas sensibilizadas com o pool de
veneno de Bothrops spp., conforme descrito no item 3.2.1.

Os hibridomas mais reativos, selecionados por ELISA, foram submetidos a
clonagem, por diluigdo limitante, para individualizacdo das células. Estas foram
contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos, contendo macrofagos intraperitoneais de
camundongos nao imunes, de modo a se obter apenas uma célula em cada poco. Foi

selecionado o anticorpo monoclonal 1C9C11, correspondente ao pogo reativo Cl1,
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originado das células clonadas do poco C9 da placa mae nimero 1. As células
produtoras de anticorpos monoclonais foram expandidas e os sobrenadantes coletados

para purificacao do anticorpo.

3.2.4 Purificacdo dos anticorpos monoclonais

A purificagdo dos anticorpos (Imunoglobulina G) foi realizada com solugao
supersaturada de sulfato de amonio para concentracdo final de 50%. Cento e cinquenta
mililitros desta solugdo foram gotejados lentamente ao mesmo volume de sobrenadante
das células produtoras de anticorpo monoclonal, sob agitacdo lenta, em banho de gelo.
A mistura foi incubada overnight entre 2 e 8 °C sob agitagdo. As imunoglobulinas
precipitadas foram separadas por centrifugacdo (10000 xg por 30 minutos, a 4 °C). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em PBS 50 mM e dialisado
contra PBS 5 mM, pH 7,4 (GRODZKI; BERENSTEIN, 2010). As imunoglobulinas
foram quantificadas através da medida da absorbancia em 280 nm e 260 nm no
espectrofotometro Biochrom Libra S22, utilizando a seguinte formula: Concentracdo de

IgG (mg/mL) = 1,55 x A280 - 0,76 x A260 (WARBURG, O.; CHRISTIAN, 1941).

3.3 ENSAIOS IMUNOLOGICOS
Com o objetivo de caracterizagdo dos anticorpos monoclonais, foram realizados

ensaios imunologicos de acordo com o esquema abaixo (Figura 10):
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Figura 10 - Representacio esquematica dos ensaios imunolégicos realizados para
caracterizacio dos anticorpos monoclonais. Avaliacdo da reatividade dos anticorpos por
ensaios de ELISA e Western Blot, ¢ isotipagem para verificar o tipo de IgG do monoclonal, ¢
avaliag@o do potencial do monoclonal em neutralizar as atividades fosfolipasica, hemorragica e
coagulante.

3.3.1 Analise da reatividade do anticorpo monoclonal pelo método ELISA

A reatividade do anticorpo monoclonal obtido foi avaliada por ELISA,
utilizando placas sensibilizadas com o pool de veneno de Bothrops spp., conforme
descrito no item 3.2.1, com o objetivo de verificar a manutencdo da producdo deste
anticorpo pelas células secretoras.

A reatividade do anticorpo monoclonal também foi avaliada utilizando placas de
ELISA sensibilizadas overnight entre 2 ¢ 8 °C, com 0,5 pg/poco dos venenos B.
alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi separadamente. O
sobrenadante das células produtoras do anticorpo monoclonal, diluido 1:4000, foi
incubado por 1 hora a 37 °C. Na sequéncia foi utilizado o anticorpo de anti-mouse
conjugado com peroxidase (Anti-mouse IgG, Whole molecule, peroxidase-antibody
produced in goat - Sigma) na dilui¢do 1:3000. O substrato OPD foi utilizado para

revelar a reagdo. A placa foi incubada no escuro por 30 minutos e a reacdo foi
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interrompida pela adigao de 20 pL de acido sulfurico 2 M. A absorbancia foi medida no

leitor de microplacas (Biorad Modelo 680) a 490 nm.

3.3.2 Analise da reatividade do anticorpo monoclonal por Western blot

Com o objetivo de confirmar os resultados encontrados nos ensaios de ELISA e
verificar a massa molecular da proteina, reconhecida pelo monoclonal, um Western blot
foi realizado. Foram utilizados 5 pug de cada um dos cinco venenos que compde o pool
de Bothrops spp. (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, ¢ B. neuwiedi),
e também, 5 png do pool contendo estes venenos misturados. Estas amostras foram
diluidas em tampdo de amostra com redu¢do (Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20%
v/v, SDS 4% p/v, azul de bromofenol 0,010% p/v, B-mercaptoetanol 10% v/v). Em
seguida, foram aquecidas a 100 °C por 5 minutos em banho-maria e aplicadas em um
gel de eletroforese (SDS-PAGE) na concentracdo de 12,5% do gel de separacdo e 4%
do gel de concentragdo, de acordo com LAEMMLI (1970). O tampao do eletrodo
continha Tris-HCI 0,025 M, Glicina 0,19 M e SDS 0,1%, pH 8,3. A eletroforese foi
realizada a uma voltagem de 200 V, até o indicador de azul de bromofenol alcangar o
final do gel.

Ap0s a eletroforese, as proteinas do gel foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). Posteriormente, a membrana
foi bloqueada durante 1 hora com PBS-Tween 20 0,3% (v/v). Em seguida, a membrana
foi lavada com PBS-Tween 20 0,05% (3 lavagens de 5 minutos) e incubada durante
uma hora e meia com 1 pg/mL do anticorpo monoclonal diluido em PBS-Tween 20
0,05% (v/v). A membrana de nitrocelulose foi entdo lavada como descrito anteriormente
e incubada por 1 hora com anticorpo anti-mouse conjugado com peroxidase (Anti-

mouse IgG, Whole molecule, peroxidase-antibody produced in goat - Sigma) diluido
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1:3000 em PBS-Tween 0,05%. Em seguida, a membrana foi lavada com PBS-Tween
0,05% como descrito previamente, e foi revelada por meio da adi¢do do substrato para
peroxidase (Diaminobenzidina/Cloronaftol - Sigma). Apds a realizacdo dos dois
ensaios, que avaliaram a reatividade do anticorpo contra os venenos botrdpicos, o
monoclonal foi denominado mAb anti-Bothrops alternatus/Bothrops neuwiedi (mAb

anti-B. alternatus/B. neuwiedi ou mAb anti-Ba/Bn).

3.3.3 Isotipagem do monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi

Para verificar a classe de imunoglobulina G (IgG) do monoclonal, foi realizada a
isotipagem do anticorpo. Sao quatro os isotipos de IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4), cada
um com dominios constantes estrutural e/ou funcional distintos.

A isotipagem do mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, foi realizada utilizando a
IsoStrip (Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kit - Roche), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para realizar o ensaio, 1 nug do monoclonal foi diluido em 1
mL de PBS 50 mM contendo BSA 1%. Apos diluigdo, 150 pL da solugdo foram
adicionados ao tubo desenvolvimento, e incubados por 30 segundos entre 15 a 25 °C.
Apos este periodo, o tubo foi rapidamente agitado em vortex, e em seguida a tira, com a
parte preta direcionada para baixo, foi inserida no tubo desenvolvimento e mantida por
um minuto. Na sequéncia, a tira foi retirada do tubo, e apos 5 minutos, o resultado foi
interpretado, de acordo com o aparecimento de uma banda azul, na regido da tira

contendo o isotipo de IgG ao qual o anticorpo pertence.
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3.3.4 Verificacdo do potencial de neutralizacio dos anticorpos monoclonais
3.3.4.1 Neutraliza¢do da atividade fosfolipasica induzida pelo veneno de B.
neuwiedi

Para detecgdo da atividade de fosfolipase indireta, foi utilizado o protocolo de
MORENO et al. (1988), com modificagdes. O ensaio foi realizado em uma placa com
gel de agarose contendo 1,2% (v/v) de eritrdcitos de coelho, 1,2% (v/v) de gema de ovo
como fonte de lecitina e 0,1 mM de CaCl,. O veneno de B. neuwiedi degrada a lecitina
presente no meio, acidificando-o. Consequentemente, essa reducdo do pH causa lise das
hemécias presentes no gel de agarose, o que provoca a formacdo de um halo. A
atividade indireta da fosfolipase foi determinada pela medida do didmetro (em
centimetros) dos halos translticidos formados pelo veneno.

O veneno de B. neuwiedi foi colocado em contato com o gel em quantidade
equivalente a 5 ug em tampao fosfato salino 50 mM pH 7,4 (PBS) para volume final de
32 uL.

Para verificar se 0 mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi inibia a atividade de
fosfolipase indireta, o veneno de B. neuwiedi foi incubado a 37 °C por 60 minutos na
mesma quantidade descrita acima, com o mAb anti-B. alternatus/B.neuwiedi nas
proporcdes de 1:50 (Sug de B. neuwiedi e 250 pg de monoclonal) e 1:100 (Spg de B.
neuwiedi ¢ 500 pg de monoclonal). Apos este periodo de pré-incubacao, esta mistura foi
colocada em contato com o gel e incubada a 37 °C em cdmara umida por 24 horas. A
inibicdo da atividade fosfolipasica foi determinada pela medida do didmetro (em
centimetros) dos halos translucidos formados pela mistura veneno ¢ monoclonal, e foi
comparada com o controle positivo (somente veneno). Foram realizados trés ensaios

independentes.
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3.3.4.2 Neutralizagdo da atividade hemorrdgica induzida pelo veneno de B.
neuwiedi

O ensaio de atividade hemorragica foi realizado de acordo com MOLINA et al.
(2018). Este ensaio foi realizado através de inje¢des intradérmicas no dorso dos ratos da
linhagem Wistar. Os animais foram separados em trés grupos distintos (controle
negativo, controle positivo e teste) contendo dois animais em cada, sendo que cada
animal recebeu duas injecdes intradérmicas em lados opostos. No grupo controle
positivo para hemorragia foram injetados 10 pg do veneno de B. neuwiedi,
correspondente a duas doses minimas hemorragica (DMH) segundo CAMEY et al.
(2002). No grupo controle negativo foi utilizada solugdo de PBS 50 mM, e no grupo
teste foi injetado uma mistura de B. neuwiedi e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi na
proporcao de 1:50 (10 pg de B. neuwiedi e 500 pg de monoclonal), para investigar a
neutralizacdo da hemorragia pelo anticorpo. O volume aplicado em cada animal foi de
50 pL. A mistura veneno e anticorpo foi incubada a 37 °C por uma hora antes da
aplicacdo. Apos duas horas da aplicagdo, os ratos foram eutanaziados, a pele do dorso

foi removida e a area hemorragica foi mensurada através do software Image J.

3.3.4.3 Neutraliza¢do da atividade coagulante induzida pelo veneno de B.
neuwiedi

Para determinar a atividade coagulante do veneno de B. neuwiedi foram

preparadas diferentes concentragdes do veneno (0,5 pg; 1,5 pg; 2,5 ug e 3,5 pug) em

volume final de 50 uL de uma solugdo contendo PBS 50 mM e CaCl, 10 mM, sendo

realizadas triplicatas para cada concentracdo ensaiada. Em seguida, 50 pL das

concentragdes preparadas foram adicionados a 200 pL de plasma de coelho, colhido em

anticoagulante citrato 3,6%, previamente incubado por 15 minutos a 37 °C. Na
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sequéncia, o tempo necessario para a coagulacao do plasma foi medido, em segundos, e
a dose minima coagulante (DMC) foi calculada. A DMC corresponde & menor dose de
veneno capaz de coagular o plasma em 60 segundos a 37 °C (ASSAKURA, M. T;
FURTADO, M. F.; MANDELBAU, 1992). Posteriormente, uma DMC (0,5 pg) do
veneno de B. neuwiedi foi incubada a 37 °C por 60 minutos com mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi, nas propor¢oes de 1:50 (0,5ug de B. neuwiedi e 25 ng de
monoclonal) e 1:100 (0,5ug de B. neuwiedi e 50 pg de monoclonal), e depois 50 uL
destas misturas foram adicionados a 200 pL do plasma citratado de coelho, previamente
incubado por 15 minutos a 37 °C. Os tempos de coagulacido do plasma foram medidos e
comparados com o tempo obtido para o controle positivo (B. neuwiedi). Foram

realizados trés ensaios independentes.

3.3.4.4 Neutraliza¢do da atividade fosfolipasica induzida pelo veneno de B.
alternatus
O ensaio foi realizado conforme citado no item 3.3.4.1.
O veneno de B. alternatus foi colocado em contato com o gel em quantidade
equivalente a 5 pg em tampao fosfato salino pH 7,4 (PBS) para volume final de 32 pL.
Para verificar se 0 mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, inibia a atividade de
fosfolipase indireta, o veneno de B. alternatus foi incubado a 37 °C por 60 minutos na
mesma quantidade descrita acima, com o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi nas
proporgdes de 1:50 (Sug de B. alternatus e 250 pg de monoclonal) e 1:100 (5ug de B.
alternatus e 500 pug de monoclonal). Apds incubagdo, o halo formado foi medido em

centimetros. Foram realizados trés ensaios independentes.
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3.3.4.5 Neutralizagdo da atividade coagulante induzida pelo veneno de B.
alternatus

Para determinar a atividade coagulante do veneno de B. alternatus foram
preparadas diferentes concentragdes do veneno (15 pg; 20 pg; 30 pg; 35 pg e 40 pg) em
volume final de 50 uLL PBS 50 mM sendo realizadas triplicatas para cada concentragao
ensaiada. Em seguida, 50 pL das concentragdes preparadas foram adicionados a 200 pL
de plasma de coelho, colhido em anticoagulante citrato 3,6%, previamente incubado por
15 minutos a 37 °C. Na sequéncia, o tempo necessario para a coagula¢do do plasma foi
medido, em segundos, ¢ a dose minima coagulante (DMC) foi calculada conforme
descrito no item 3.3.4.3. Posteriormente, uma DMC (40 pg) do veneno de B. alternatus
foi incubada a 37 °C por 60 minutos com o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi nas
proporcdes de 1:10 (40 pg de B. alternatus e 400 pg de monoclonal) e 1:20 (40 pg de B.
alternatus e 800 pg de monoclonal). Em seguida, 50 pL destas misturas foram
adicionados a 200 uL do plasma citratado de coelho, previamente incubado por 15
minutos a 37 °C, e o tempo de coagulagdo do plasma, em segundos, foi medido. Foram

realizados trés ensaios independentes.

3.4 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS ANTiGENOS DE B.
neuwiedi

Com o objetivo de continuar a caracterizacdo do anticorpo monoclonal foi

realizada purificagdo do veneno de B. neuwiedi, utilizando cromatografia de afinidade

em coluna CNBr-Sepharose contendo o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi acoplado.

Apos obtencao da fragcdo purificada, foi realizada caracterizagdo bioquimica desta

fracdo, conforme o esquema abaixo (Figura 11):
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Figura 11 - Representacao esquematica dos ensaios realizados para avaliar os antigenos
obtidos através da purificacdo por afinidade do veneno B. neuwiedi. Purificacdo do veneno
de B. meuwiedi, obtengdo da fracdo B. neuwiedi e caracterizacdo bioquimica através da
realizacdo das atividades SVMP e SVSP, coagulante, amidasica e fibrinogenolitica, e realizagéo
de ensaios in vivo (incoagulabilidade e atividade hemorrdgica). SVMP: metaloprotease do
veneno de serpente (snake venom metalloprotease); SVSP: serino proteases de veneno de
serpente (snake venom serine protease).

3.4.1 Imobiliza¢io do Anticorpo Monoclonal em Matriz CNBr-Sepharose

A coluna de afinidade, contendo o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi foi
preparada de acordo com as recomendacdes do fabricante (Sigma). Previamente, 1 g da
resina CNBr-Sepharose 4B foi ressuspendido em solugdo de HC1 1 mM, mantida sob
leve agitagdo por 15 min e, em seguida, centrifugada por 3000 xg por 5 min a 4 °C.
Posteriormente, a resina ativada foi lavada com tampdo de acoplamento (0,1 M
NaHCOs3, 0,5 M NaCl, pH 8,3) e centrifugada a 3000 xg por 5 min a 4 °C. Apoés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a resina transferida para a solugdo
contendo o anticorpo monoclonal (30 mg), previamente preparada. Esta mistura foi

mantida sob leve agitacdo a 4 °C overnight. O derivado anticorpo-CNBr foi lavado com
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tampao de acoplamento para a retirada do excesso de ligante, e em seguida, foi
centrifugado a 3000 xg por 5 min a 4 °C. Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e a resina foi transferida para o tampao de bloqueio (Glicina 0,2 M pH 8,
NaCl 0,5 M), a fim de bloquear os sitios de ligagdo remanescentes, € permaneceu sob
agitacdo lenta por duas horas a temperatura ambiente. Finalizado o processo de
acoplamento, a resina contendo anticorpos foi colocada em coluna e lavada 5 vezes
alternadamente com tampao Acetato 0,1 M pH 4,0 contendo NaCl 0,5 M e com tampao

de acoplamento.

3.4.2 Purificacdo dos antigenos de B. neuwiedi reconhecidos pelo anticorpo
monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi
O veneno de B. neuwiedi (20 mg) foi dissolvido em 1 mL de tampao fosfato de
sodio 20 mM, pH 7.0, foi centrifugado a 10000 xg por 10 minutos e o sobrenadante
juntamente com mais 3 mL de tampao fosfato de sdédio 20 mM foi incubado com a
resina contendo o anticorpo monoclonal por 1 hora entre 2 e 8 °C. Em seguida, o
liquido foi drenado e a coluna foi lavada com 30 volumes de tampdo fosfato de sodio 20
mM. A fracdo do veneno ligada ao anticorpo presente na coluna foi eluida com glicina
0,1 M pH 2,8 e coletada em tubos Eppendorf contendo Tris 1 M pH 9,0 para elevar o
pH para 7,0 (Figura 12). Este processo foi repetido por 15 vezes. A fragdo de antigenos
reconhecida pelo anticorpo monoclonal foi denominada Bothrops neuwiedi fraction ou
fracdo Bothrops neuwiedi (BnF). A absorbancia a 280 nm foi mensurada e as fragdes
correspondentes as varias repeticoes de purificagdo foram agrupadas. As amostras

foram dialisadas contra PBS 10 mM, e posteriormente congeladas a - 20 °C.
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Figura 12 - Purificacdo do veneno B. neuwiedi por imunoafinidade. O veneno B. neuwiedi
foi aplicado a coluna Sepharose contendo o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi imobilizado.
Apos periodo de incubagdo do veneno com a resina, os componentes do veneno nao retidos
foram eluidos, e ap6s lavagem da coluna com tampao os componentes retidos foram eluidos
(fragdo Bothrops neuwiedi). mAb: anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi
(Adaptado de GUTIERREZ et al., 2017).

3.4.3 Anailise do reconhecimento dos antigenos, purificados do veneno de B.
neuwiedi, pelo anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi

Para verificar o reconhecimento dos antigenos purificados, a partir do veneno de

B. neuwiedi, pelo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi, foi realizado um Western

blot. Foram utilizados 5 pg da BnF e5 png do veneno de B. neuwiedi. Estas amostras

foram diluidas em tampao de amostra com reducdo, aplicadas em um gel de eletroforese

(SDS-PAGE), e em seguida, transferidas para membrana de nitrocelulose conforme

descrito previamente no item 3.3.2.
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3.4.4 Caracterizacio da fracao Bothrops neuwiedi (BnF)
3.4.4.1 Atividade hemorragica

O ensaio de atividade hemorragica foi realizado conforme item 3.3.4.2. Os
animais (camundongos Swiss machos) receberam injecdes intradérmicas no dorso.
Foram utilizados 3 grupos de animais. No grupo controle positivo da hemorragia (n=3)
foram injetados 10 pg do veneno de B. neuwiedi, no grupo controle negativo (n=3) foi
utilizada apenas solu¢cdo de PBS 50 mM, e no grupo teste (n=3) foram injetadas 10 pg
da fracdo Bothrops neuwiedi. Apds 2 horas da aplicagdo os camundongos foram
eutanaziados, a pele do dorso removida e a 4rea hemorragica foi mensurada utilizando o

software Image J.

3.4.4.2 Atividade coagulante

A atividade coagulante das amostras foi realizada segundo ASSAKURA et al.
(1992), com algumas modificagdes. Para essas reacdes foram utilizados 200 pL de
plasma de coelho citratado, previamente incubado a 37 °C por 15 minutos, e as
amostras a serem testadas foram diluidas em volume final de 50pL de uma solucgdo
contendo PBS 50 mM e CaCl, 10 mM. A DMC da fragdo Bothrops neuwiedi (9 pg), foi
previamente determinada, assim como descrito anteriormente no item 3.3.4.3.

As amostras foram ensaiadas em triplicata nas concentragdes de 4,5 pg, 9,0 uge
13,5 pg da fragdo Bothrops neuwiedi em volume final de 50 pL em PBS 50 mM e
CaCl, 10 mM. Assim que a amostra era adicionada ao plasma, o crondmetro era
acionado registrando o tempo (em segundos) necessario para a formagdo da rede de
fibrina. Os tempos obtidos foram comparados ao tempo do controle negativo, em que
foi adicionado apenas PBS 50 mM e CaCl, 10 mM, utilizado para diluir a fragdo. Foram

realizados 3 ensaios independentes.
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3.4.4.3 Atividade proteolitica sobre substratos para serinoproteases e
metaloproteases

A atividade proteolitica da fracdo Bothrops neuwiedi foi testada in vitro
utilizando dois substratos acoplados a um sistema FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer): (1) o substrato Abz-LVEALYQ-EDDnp, apresenta a sequéncia de
aminoacidos que a ligacdo peptidica pode ser clivada por SVMP na posicao Alal4-
Leul5 (SCHNEIDER et al.,, 2014); (2) o substrato Abz-FLPRSFRQ-EDDnp, que
contém uma Arg na posi¢do P1, possibilitando sua clivagem por SVSP (ZELANIS et
al., 2015).

Para verificar a atividade de metaloproteases, o ensaio foi conduzido conforme
descrito por SCHNEIDER et al. (2014), em microplaca de 96 pogos, utilizando 1 pg do
veneno de B. neuwiedi (controle positivo) ou 1 pug da fracdo Bothrops neuwiedi e os
substratos a uma concentra¢ao final de 47 mM. A hidrolise foi medida a 340 nm de
excitagcdo e 440 nm de emissdo em fluorimetro (Synergy 2, Biotek). Para mensurar a
atividade de serinoproteases, as amostras foram pré-incubadas com EDTA 2 mM por 1
hora, para prevenir a degradagdo inespecifica por metaloproteases. Em seguida, o
mesmo procedimento descrito anteriormente foi realizado, porém utilizando o substrato
contendo o sitio de clivagem para serinoproteases.

Posteriormente, com o objetivo de investigar melhor a atividade de
serinoproteases, a atividade proteolitica da fracdo Bothrops neuwiedi foi avaliada
novamente utilizando o substrato para serinoprotease, no entanto, foi avaliada também,
juntamente com o mAb anti-B. alternatus /B. neuwiedi na proporcao de 1:25 (1 pg de B.
neuwiedi e 25 pg de monoclonal) e com o inibidor de serinoprotease PMSF 0,1 mM/pg.

Foram realizados trés ensaios independentes.
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3.4.4.4 Atividade fibrinogenolitica

A atividade fibrinogenolitica foi realizada de acordo com o método empregado
por REGO et al. (2018) com modificagdes, ¢ analisada através de eletroforese em gel
(SDS-PAGE) na concentracdo de 10%. Uma solu¢do contendo 2 mg/mL de
fibrinogénio humano (Fibrinogen From Human Plasma, Sigma) foi preparada
previamente em tampao Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4. Foram utilizados 5,0
ug da fracdo Bothrops neuwiedi e 25 pg de fibrinogénio. Como controle negativo foram
utilizados apenas 25 pg de fibrinogénio e como controle positivo 5 pg do veneno de B.
neuwiedi e 25 pg de fibrinogénio. As amostras foram diluidas em PBS 50 mM, para
volume final de 12,5 pL. Apds incubacdo das amostras (12,5 pL) com o fibrinogénio
(12,5 pL) na estufa a 37 °C por 3 h, 12,5 pL de tampao de redugdo (Tris-HCI 125 mM
pH 6,8, glicerol 20% v/v, SDS 4% p/v, azul de bromofenol 0,010% p/v, B-
mercaptoetanol 10% v/v) foram adicionados as amostras e estas foram desnaturadas por
ebulicdo durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram aplicadas no gel e a corrida
foi realizada a 200V.

Juntamente com as amostras citadas anteriormente, 2 outras amostras, contendo
a fracdo Bothrops neuwiedi e inibidores, também foram analisadas. Estas duas amostras
foram previamente incubadas com o inibidor por 1 h a 37 °C antes da adi¢do do
fibrinogénio. Uma delas continha 5 pg da fragdo Bothrops neuwiedi e 5 mM de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, Labsynth), que € um inibidor de metaloprotease, ¢ a
outra, continha 5 mM de PMSF, que ¢ um inibidor de serinoprotease. Como
metaloprotease e serinoprotease podem ter atividade fibrinogenolitica, o EDTA e o
PMSF foram utilizados com o objetivo de investigar a ac¢do isolada de metaloprotease
ou serinoprotease na fragao Bothrops neuwiedi.

Terminada a migracdo, o gel foi corado em solucao de Coomassie Blue - R250
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0,25% em agua, acido acético 9% e metanol 45% e descorado em solucao de acido

acético a 7% e etanol 35% para posterior analise.

3.4.4.5 Atividade fibrinogenolitica concentracdo dependente

Assim como descrito no item anterior, a atividade fibrinogenolitica da fragao
Bothrops neuwiedi foi testada em diferentes concentragdes da proteina, com o objetivo
de verificar qual seria a concentracdo ideal para ser utilizada nos demais experimentos.
Foram utilizadas as seguintes concentra¢des da BnF, 0,5 pg; 1,0 pg; 2,5 pg; 5,0 pg; 10
ug e 20 pg, diluidas em PBS 50 mM, em um volume final de 12,5uL. A quantidade de
fibrinogénio foi a mesma utilizada anteriormente, 25 pg. O tempo de incubagdo a 37 °C
da BnF com o fibrinogénio foi de 1 h. Como controle negativo foi utilizado apenas o

fibrinogénio (25 pg).

3.4.4.6 Atividade fibrinogenolitica tempo dependente
Assim como descrito no item 3.4.4.4, a atividade fibrinogenolitica da fragdo
Bothrops neuwiedi foi verificada, no entanto, a fracdo juntamente com o fibrinogénio
foi submetida a diferentes tempos de incubagdo (0 h; 0,5 h; 1 h; 3 h; 6 he 24 h) a 37 °C,
com o objetivo de verificar o tempo minimo necessario para que a fracdo degrade o
fibrinogénio. Neste experimento foram utilizadas 5,0 pg da BuF e 25 pg de
fibrinogénio. Como controle negativo foi utilizado somente o fibrinogénio (25 pug), que

foi incubado a 37 °C por 3 horas.

3.4.4.7 Atividade fibrinogenolitica temperatura dependente
Assim como descrito no item 3.4.4.4, a atividade fibrinogenolitica da fragdo

Bothrops neuwiedi foi verificada, no entanto, antes da adicao do fibrinogénio, a BnF foi
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incubada em diferentes temperaturas (- 80 °C, 8 °C, 25 °C, 37 °C e 100 °C) em PBS 50
mM, durante 1 h, com o objetivo de verificar a estabilidade térmica da fracao. Neste
experimento foram utilizadas 5,0 ug da BnF e 25 pg de fibrinogénio. O tempo de
incubagdo, da fragdo com o fibrinogénio foi de 1 h a 37 °C. Como controle negativo foi

utilizado o fibrinogénio (25 pg).

3.4.4.8 Atividade amiddasica sobre o BapNa

A atividade amidasica da fragdo Bothrops neuwiedi foi avaliada pelo método
descrito por ASCENZI et al. (1981) utilizando o substrato cromogénico Na-Benzoil-
DL-Arginina-p-nitroanilida (DL-BApNA) (Sigma) (ERLANGER; KOKOWSKY;
COHEN, 1961). Um estoque de 90 mM do substrato DL-BApNA foi preparado em
dimetilsulfoxido. No momento do ensaio, o estoque de DL-BApNA foi diluido 1:100
em tampao Tris-HCl 100 mM, CaCl, 20 mM, pH 8,2, originando o substrato de uso a
0,9 mM. No ensaio foram utilizadas 25 pg da BrF diluida, no tampao de preparo do
substrato de uso, para um volume final de 50 pL. Em seguida foram adicionados 700
uL do mesmo tampao utilizado no preparo do substrato de uso e 500 pL do substrato
DL-BApNA 0,9 mM. Esta mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C, e apos este
periodo a reagdo foi interrompida com 250 pL de 4cido acético 60% (v/v).

A fim de avaliar se a atividade da BnF ¢ neutralizada por um inibidor de
serinoprotease € pelo mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, um ensaio de neutralizacio
foi realizado. Neste ensaio, foram utilizados, juntamente com 25 pg da BnF, 5 mM do
inibidor de serinoprotease (PMSF), 250 pg do mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi
(propor¢ao 1:10 da fragdo em relagdo ao monoclonal) e 500 pg do mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi (proporcao 1:20 da fracdo em relagdo ao monoclonal). A BnF foi

previamente incubada a 37 °C por 30 minutos com o PMSF ou com o anti-5.
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neuwiedi/B. alternatus. Apds este periodo de pré-incubagdo, o ensaio foi conduzido
como descrito no paragrafo anterior. Foram realizados trés ensaios independentes.

A influéncia do pH sobre a atividade da fracdo Bothrops neuwiedi também foi
avaliada. Foram utilizados 25 pg da BnF, ensaiados em diferentes pHs (6,0; 7,0; 8,2; 9,0
e 10).

As velocidades iniciais das reacdes foram determinadas pela medida da
absorbancia em 410 nm em fun¢do do tempo (30 minutos), utilizando-se para os
calculos o coeficiente de extingdo molar 8800 M™.cm™ para o produto p-nitroanilina.
Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
(mg de BnF) necessdria para a formacdo de 1 pmol do produto por minuto. Os valores
foram expressos como atividade especifica média (U/mg). No teste de avaliacdo da
influéncia do pH, foi utilizada atividade relativa percentual em relacdo a atividade
obtida em pH 8,2, considerada 100%. Para calcular a velocidade da reacdo as
absorbancias referentes a atividade do substrato separadamente ou substrato e
substancias associadas (PMSF e mAb anti-B.n/B.a), foram subtraidas das respectivas

absorbancias obtidas em cada reagdo contendo a fracdo Bothrops neuwiedi.

3.4.4.9 Ensaio de incoagulabilidade
Como as serinoproteases sao capazes de afetar a hemostasia pela interagdo com
varios componentes do sistema da coagulacdo, o ensaio de incoagulabilidade in vivo foi
realizado através da inje¢do da fragdo Bothrops neuwiedi em camundongos Swiss
machos. Por via intraperitoneal foram injetados 50 pL. de PBS 50 mM no grupo controle
negativo (n=3), e nos 3 grupos testes (n=3) foram injetados 10 pg, 50 pg e 100 ug da
fracdo, diluidas em PBS 50 mM para um volume final de 50 pL. Apds 3 horas da

injecdo os camundongos foram eutanaziados e o sangue foi retirado por pungdo
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cardiaca. Apo6s a retirada do sangue foi verificado se houve coagulacao ou nao apds 60

minutos da coleta (THEAKSTON; REID, 1983).

3.4.4.10 Identificacdo dos componentes proteicos por espectrometria de massa

Para fazer a identificacdo das proteinas por espectrometria de massa foram
utilizados 50 pg da fragdo Bothrops neuwiedi, ressuspendidos em 3 M de uréia. Em
seguida, as pontes dissulfeto foram reduzidas com 10 mM DTT por 1 h a temperatura
ambiente. Na sequéncia, os grupos tidis foram alquilados com 40 mM de
iodoacetamida, por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Depois desta
incubagdo, elevou-se o pH para 8,0 com bicarbonato de amoénio 50 mM
(aproximadamente duas vezes o volume inicial). Entdo, adicionou-se 1 pg de tripsina
(razao 1:50) na amostra e incubou-se por 16 h a temperatura ambiente. Apds este
periodo de incubagdo a amostra foi acidificada para 1% de 4cido férmico e os peptideos
tripticos foram dessalinizados e concentrados utilizando ZipTip C18/P10 (Millipore)

conforme instrugdes do fabricante. O eluido foi seco em centrifuga a vacuo (speedvac).
A amostra foi ressuspendida em 0,1% de acido férmico e submetida a analise
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).
Na primeira etapa, a amostra foi separada por fase reserva utilizando um sistema de
duas colunas no HPLC EASY-nLC (Thermo Scientific). Os peptideos foram eluidos em
um gradiente de 7 a 34% de solugdo B (95% acetonitrila e 0,1% acido formico) em 40
minutos, seguido de 5 minutos para atingir 45% de B, a um fluxo constante de 250
nL/min. O nano HPLC estava acoplado ao espectrometro de massa Q-exactive HF
(Thermo Scientific) que foi operado em modo positivo com resolu¢ao de 120.000 no
MS e utilizando a aquisicdo dependente de dados (DDA) (Topl2) com resolugdo de

15.000 FWHM.
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Os dados brutos foram processados utilizando o software MaxQuant (versao
1.6.17.0) e a busca foi realizada pelo algoritmo Andromeda usando as proteinas
depositadas no banco de dados UniProtKB Bothrops (Taxon ID: 8721) (1259 entradas,
baixadas em |Janeiro de 2020). As configuragdes padrao do MaxQuant foram utilizadas,
incluindo: 1) maximo de duas auséncias de sitios de clivagens de tripsina, ii)
carbamidometilagdo de cisteina como modificagdo fixa, iii) oxidagdo de metionina e
acetilagdo de N-terminal da proteina como modificagcdes variaveis, iv) tolerancia de
massa do precursor e dos fragmentos de 20 ppm e 4,5 ppm, respectivamente, v) 1% de
false discovery rate (FDR) e vi) para quantificacdo proteica foram considerados apenas
peptideos unicos, incluindo aqueles contendo acetilagdo N-terminal da proteina. Além
disso, a quantificacdo absoluta baseada em intensidade (Intensity based absolute
quantification, iBAQ) possibilitou medir a abundincia de proteinas. O valor iBAQ
corresponde a normalizacdo das intensidades proteicas pelo nimero de peptideos
tripticos teoricamente observaveis (SCHWANHUUSSER et al, 2011). Todas as
proteinas contaminantes, proteinas invertidas e proteinas com mais de um numero de
acesso proteico foram removidas da analise, e apenas proteinas com pontuagao > 40
foram incluidas neste estudo.

Para verificar a existéncia ou ndo de homologia e nivel de identidade das
sequéncias obtidas da analise dos espectros, foi realizado alinhamento com proteinas do
género Bothrops utilizando a ferramenta BLASTp (REDEI 2008) na configuragio
“default”, e também, foram alinhadas utilizando o programa Clustal Omega (SIEVERS;

HIGGINS, 2018).
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3.5AVALIACAO E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS DE B.
alternatus

Como o mAb anti-B.alternatus/B.neuwiedi reconheceu os venenos de B.

neuwiedi e B. alternatus, também foi realizada purificagdo do veneno de B. alternatus

utilizando cromatografia de afinidade em coluna CNBr-Sepharose contendo o anticorpo

monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi acoplado, conforme descrito no item 3.4.1,

para continuar a caracterizagdo do anticorpo monoclonal.

3.5.1 Purificacdo dos antigenos do veneno de B. alfernatus reconhecidos pelo
mADb anti-B. alternatus/B. neuwiedi
O veneno de B. alternatus (20 mg) foi dissolvido em 1 mL de tampao fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,0, centrifugado a 10000 xg por 10 minutos e o sobrenadante
juntamente com mais 3 mL de fosfato de s6dio 20 mM foi incubado com a resina
contendo o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi por 1 hora entre 2 e 8 °C. Em sequéncia,
o liquido foi drenado e a coluna foi lavada com 30 volumes de tampao fosfato de sodio
20 mM. A fracdo do veneno ligada ao anticorpo presente na coluna foi eluida com
glicina 0,1 M pH 2,8 e coletada em tubos Eppendorf contendo Tris 1 M pH 9,0 para
elevar o pH para 7,0. As fragcdes de antigenos reconhecidas pelo anticorpo monoclonal
foram denominadas B. alternatus fraction ou fragdo B. alternatus (BaF). A absorbancia
a 280 nm foi mensurada e as fragdes agrupadas. Este processo foi repetido por 5 vezes.

As amostras foram dialisadas contra PBS 10 mM e posteriormente congeladas a - 20 °C.
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3.5.2 Caracterizacio da fracao Bothrops alternatus (BaF)
3.5.2.1 Atividade coagulante

A atividade coagulante das amostras foi realizada conforme descrito no item
3.4.4.2. As amostras foram ensaiadas em triplicata nas concentragoes de 40 pg e 80 ug
da fragdo Bothrops alternatus. Assim que a amostra era adicionada ao plasma, o
crondmetro era acionado registrando o tempo (em segundos) necessario para a formagao
da rede de fibrina. Os tempos obtidos foram comparados ao tempo do controle negativo,
em que foi adicionado apenas PBS 50 mM e CaCl, 10 mM, utilizado para diluir a

fragdo. Foram realizados trés ensaios independentes.

3.5.5.2 Atividade amiddasica sobre o BApNA

A atividade amidasica da fragdo Bothrops alternatus foi avaliada conforme ja
descrito no item 3.4.4.8. No ensaio foram utilizados 25 pg da fragdo, diluida no tampao
de preparo do substrato de uso, para um volume final de 50 pL.

Neste ensaio também foram utilizados, juntamente com 25 pg da fragdo, 5 mM
de PMSF, 250 ng do mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi (propor¢ao 1:10 da fragcdo em
relagdo ao monoclonal) e 500 pg do anticorpo monoclonal (propor¢ao 1:20 da fracdo
em relacdo ao monoclonal. Foram realizados trés ensaios independentes.

As velocidades iniciais foram determinadas pela medida da absorbancia em 410
nm em funcdo do tempo (30 minutos), utilizando-se para os calculos o coeficiente de
extingdo molar 8800 M™'.cm™ para o produto p-nitroanilina. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima (mg da fracdo BaF) necessaria
para a formacao de 1 pmol do produto por minuto. Os valores foram expressos como
atividade especifica média (U/mg). Para calcular a velocidade da reagdo, as

absorbancias referentes a atividade do substrato separadamente ou substrato e
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substancias associadas (PMSF e mAb anti-B.a/B.n), foram subtraidas das respectivas

absorbancias obtidas em cada reacdo contendo a fracao.

3.6 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os
dados foram expressos como média = desvio padrao (DP). As variaveis foram
analisadas utilizando o one-way analysis of variance (ANOVA) com poés-teste de
Bonferroni, exceto para o primeiro ensaio de atividade proteolitica sobre os substratos
para serinoproteases e metaloproteases. Para esse ensaio, os dois grupos foram
comparados utilizando o teste t de Student. O valor de p < 0,05 indica diferenca

significativa dos resultados.
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4. RESULTADOS
4.1 PRODUCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA OS

VENENOS BOTROPICOS

4.1.1 Imunizac¢iao dos camundongos e verificacio da reatividade dos soros por
ELISA

A primeira dose do imundgeno contendo 20 pg do pool de venenos botropicos
(B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) foi aplicada via
subcutanea no dorso dos animais, e apds a terceira exposi¢ao dos animais aos antigenos,
uma amostra de sangue foi retirada e, posteriormente, a reatividade dos soros dos
animais avaliada por ELISA. Como controle negativo foi utilizado soro de camundongo
pré-imune e como controle positivo foi utilizado soro de um camundongo imunizado
previamente.

A titulagdo dos soros coletados dos camundongos foi realizada frente ao pool de
venenos botropicos, utilizados para sensibilizar a placa de ELISA, e a reacdo se mostrou
positiva até a ultima diluicdo ensaiada de 1:12800 (Figura 13). Apos verificacdo do
titulo, foi realizada uma dose refor¢co no camundongo 1, para realiza¢do da fusdo dos
esplendcitos com as células de mieloma. Este animal foi selecionado pelo valor absoluto

mais alto da absorbancia.
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Figura 13 - Reatividade dos soros dos camundongos frente ao pool de venenos botropicos
por ELISA. A placa foi sensibilizada com o pool de venenos botrépicos (0,5 pg/pogo) e
incubada com o soro dos camundongos (1:12800) e em seguida com anti-mouse peroxidase
(1:3000). O substrato OPD Sigma foi utilizado para revelar a reagdo. Os resultados apresentados
correspondem a média das absorbancias de duas replicatas. *** P < 0,001 vs. controle negativo.
Br = branco; C - : Controle Negativo (soro de camundongo pré-imune); C + : Controle Positivo

(soro de camundongo imunizado previamente); C1: Camundongo 1; C2: Camundongo 2; C3:
Camundongo 3

4.1.2 Avaliacao da reatividade dos anticorpos produzidos pelos hibridomas
Apos a realizacao do processo de fusdo das células, as mesmas foram plaqueadas
em cinco placas de 96 pogos, e permaneceram na estufa a 5% de CO, por 14 dias.
Posteriormente, foi realizado o primeiro screening por ELISA, utilizando placas
sensibilizadas com o pool de venenos de Bothrops spp. € o sobrenadante dos pocos
contendo os hibridomas. Dos pocos reativos contra o pool botrdpico: 31 apresentaram
absorbancia entre 1,000 e 1,399, 6 apresentaram absorbancia entre 1,400 a 1,499 ¢ 10

apresentaram absorbancia entre 1,500 a 3,114 (Figura 14).
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Figura 14 - ELISA do 1° screening apos fusao de células. Hibridomas secretores de anticorpos: 31 pocos entre 1,000 a 1,399 (azul); 6
pogos com absorbancias entre 1,400 a 1,499 (laranja) e 10 pogos com absorbancias entre 1,500 a 3,114 (vermelho). Os resultados
apresentados correspondem as absorbancias obtidas no teste de ELISA.
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4.1.3 Clonagem dos hibridomas selecionados
Foram selecionados 10 hibridomas, com absorbancias no teste de ELISA
compreendidas entre 1,500 e 3,114 (Tabela 1), para serem clonados através da
metodologia de diluigdo limitante. As células diluidas, originadas de cada pogo reativo,
foram distribuidas em meia placa de 96 pogos.

Tabela 1: Hibridomas selecionados no 1° screening realizado por ELISA

Hibridomas Selecionados Absorbancia
1H1 1,739
1C9 2,209
1E11 1,664

1D12 2,760
2E6 3,114
3A3 2,044
3G3 2,132
4A4 1,534
4D4 2,322
SH7 2,303

Coluna Hibridomas Selecionados corresponde aos pogos reativos selecionados e a coluna
Absorbancia corresponde as absorbancias obtidas no teste de ELISA.

4.1.4 Avaliacao da reatividade dos clones
Apds a diluicdo limitante dos hibridomas selecionados, as células foram
mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO; durante quinze dias e em seguida, os
sobrenadantes das células foram utilizados para realizar o screening por ELISA, frente
ao pool de venenos botropicos. A partir dessa avaliagdo foi selecionado para
caracterizacdo o monoclonal 1C9C11, correspondente ao pogo reativo C11, originado

das células clonadas do pogo C9 da placa mae niimero 1.
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As células produtoras de monoclonal foram expandidas para placas de 48, placas
de 24 e placas de 6 pocgos, ¢ depois para garrafas T-25 e T-75. O sobrenadante foi
recolhido periodicamente e congelado para posterior purificagdo do anticorpo
monoclonal.

Antes de realizar a troca do meio de cultura das células, uma aliquota contendo o
meio era retirada e congelada em tubos Eppendorf com o objetivo de verificar
periodicamente a manutencao da produ¢ao do anticorpo monoclonal através do ensaio
de ELISA, utilizando placas sensibilizadas com o poo!/ de venenos de Bothrops (PVB),
conforme descrito no item 3.2.1. Verificou-se que a producao do anticorpo monoclonal

se manteve estavel em todo o periodo avaliado (180 dias) (Figura 15).

1C9C11
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Figura 15 - Avaliacido da producio do anticorpo monoclonal durante 180 dias pelo método
de ELISA. A placa foi sensibilizada com 0,5 ug/poco do pool de venenos de Bothrops e
incubada com 100 pL de sobrenadante do meio de cultura, contendo as células produtoras de
monoclonal. Anti-mouse peroxidase (1:3000) foi utilizado como anticorpo secundario. O
substrato OPD Sigma foi empregado para revelar a rea¢do. Os resultados apresentados
correspondem a média das absorbancias de duas replicatas. 1C9C11: anticorpo monoclonal

selecionado.
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Também foi realizado um teste para verificar a estabilidade do clone 1C9C11
ap6s submeté-lo ao processo de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento. Neste teste verificou-se que o clone era estavel, pois apds esse
procedimento a produ¢ao do monoclonal pelas células se manteve constante.

Posteriormente, os sobrenadantes coletados das células produtoras do anticorpo
monoclonal passaram por processo de purificacdo e sua reatividade foi avaliada. Os
resultados obtidos apds esta etapa foram divididos em duas partes: caracterizacao
imunoldégica do anticorpo monoclonal (Parte 1) e avaliagdo e caracterizagdo dos

antigenos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal (Parte II).
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PARTE I: CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA DO ANTICORPO

MONOCLONAL

4.2 ENSAIOS IMUNOLOGICOS
4.2.1 Analise da reatividade do anticorpo monoclonal pelo método ELISA
Apo6s obtengao do monoclonal, o mesmo foi utilizado para verificar a capacidade
de reconhecimento contra os venenos das espécies B. alternatus, B. jararaca, B.
Jjararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi separadamente, e também, frente ao pool destes
venenos, através do método de ELISA.
De acordo com os resultados apresentados, observou-se que o sobrenadante das
células produtoras do anticorpo monoclonal, na diluicao 1:4000, continha anticorpos
que reconheciam os venenos de B. alternatus ¢ B. neuwiedi, assim como o pool de

Bothrops (Figura 16).
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Figura 16 - Reatividade do anticorpo monoclonal contra os diferentes venenos do pool de
Bothrops (B. alternatus, B. neuwiedi, B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni). As placas
foram sensibilizadas com 0,5 pg/poco de cada veneno separadamente, e também, com o pool
desses venenos. Posteriormente a placa foi incubada com o sobrenadante das células produtoras
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do monoclonal, diluido 1:4000 e com anti-mouse peroxidase (1:3000). O substrato OPD Sigma
foi utilizado para revelar a reagdo. Os resultados apresentados correspondem & média das
absorbancias de duplicatas. Os resultados foram expressos como média = DP. *** P < 0,01 vs.
Pool Bothrops.

4.2.2 Analise da reatividade do anticorpo monoclonal por Western blot

Os venenos do pool de Bothrops spp., B. neuwiedi, B. alternatus, B. moojeni, B.
jararaca e B. jararacussu foram submetidos a SDS-PAGE 12,5% em condigdes
redutoras, e posteriormente transferidos para membrana de nitrocelulose. O ensaio foi
conduzido como descrito no item 3.3.2. O pool botrdpico foi utilizado como controle
positivo.

Neste ensaio, o monoclonal, assim como no ensaio de ELISA, também
apresentou reatividade contra os venenos de B. neuwiedi ¢ B. alternatus, e nao
apresentou reatividade frente a B. moojeni, B. jararaca e B. jararacussu (Figura 17).
Uma banda, com massa molecular entre 45 e 66 kDa, foi reconhecida no pool de

Bothrops e nos venenos, de B. neuwiedi e B. alternatus.
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Figura 17 - Western blot do pool de venenos de Bothrops (PVB), B. neuwiedi (B.n), B.
alternatus (B.a), B. moojeni (B.m), B. jararaca (B.j) e B. jararacussu (B.ju) frente ao
anticorpo monoclonal. Foram utilizados 5 pg de cada veneno, e também do pool de Bothrops.
Os venenos foram aplicados em um gel de eletroforese (SDS-PAGE) 12,5% em condicdes
redutoras, transferidos para a membrana de nitrocelulose e incubado com 1 pg/mL de
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monoclonal . Apos lavagem, a membrana foi incubada com anti-mouse conjugado com
peroxidase (diluido 1:3000). A membrana foi revelada utilizando diaminobenzidina/cloronaftol.
O padrao de massa molecular estd indicado a esquerda (em kDa).

Apos a realizagdo destes dois ensaios, ELISA e Western blot, que avaliaram a
reatividade do anticorpo contra os venenos botrépicos, o monoclonal foi denominado
mAb anti-Bothrops alternatus/Bothrops neuwiedi (mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi

ou mAb anti-Ba/Bn).

4.2.3 Isotipagem do monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi

Para verificar a classe de imunoglobulina do monoclonal, foi realizada a
isotipagem do anticorpo.

De acordo com o aparecimento de uma banda azul, foi verificado que o mAb
anti-B.a/B.n pertence ao isotipo IgG1 (Figura 18). A IgG1 ¢ frequentemente o isotipo
preferido para o desenvolvimento de monoclonais terapéuticos, visto que, possui
capacidade de induzir resposta efetora, assim como elevada estabilidade (BUSS et al.,

2012).
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Figura 18 - Isotipagem do anticorpo monoclonal anti-B.alternatus/B. neuwiedi. O mADb anti-
B.a/B.n (1 pg) foi diluido em 1 mL de PBS 50 mM contendo BSA 1%. 150 uL foram
adicionados ao tubo desenvolvimento, e apoOs agitacdo a tira foi inserida por 1 minuto neste
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tubo. Apods 5 minutos, ocorreu o aparecimento de uma banda azul claro na regido IgG1. A banda
superior, azul mais intenso, representa o controle positivo.
4.2.4 Avaliacdo do potencial de neutralizacio do anticorpo monoclonal anti-B.
alternatus/B. neuwiedi
4.2.4.1 Ensaio de neutralizagdo da atividade fosfolipasica induzida pelo veneno
de B. neuwiedi

A atividade de fosfolipase pelo método indireto foi mensurada a partir da
medi¢do do halo formado pelo contato do veneno de B. neuwiedi, na quantidade de 5
ug, com o gel de agarose presente em uma placa contendo eritrdcitos e lecitina. Como
controle negativo foi utilizada solucdo de PBS 50 mM. O veneno de B. neuwiedi foi
utilizado como controle positivo.

O ensaio de neutralizacdo foi realizado utilizando a mesma quantidade do
veneno de B. neuwiedi juntamente com o mAb anti-B.a/B.n nas propor¢des de 1:50 (5
ug de B. neuwiedi e 250 pg de monoclonal) e 1:100 (5 ug de B. neuwiedi e 500 pg de
monoclonal). O objetivo deste ensaio foi verificar se o anticorpo mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi inibia a atividade de fosfolipases presentes no veneno de B.
neuwiedi. Nao foram observadas diferengas nos tamanhos dos halos das placas quando
o anticorpo foi utilizado nestas proporgdes, demonstrando assim, que o anticorpo nao
apresentou atividade neutralizante contra as fosfolipases ativas presentes neste veneno

(Figura 19).
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Figura 19 - Atividade fosfolipasica induzida pelo veneno de B. neuwiedi e ensaio de
neutralizacdo utilizando o anticorpo mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi. O veneno de B.
neuwiedi (5 pg), utilizado como controle positivo, e as misturas veneno ¢ mAb anti-B.a/B.n nas
propor¢des de 1:50 (5 pg de B. neuwiedi e 250 pg de monoclonal) e 1:100 (5 pg de B. neuwiedi
e 500 pg de monoclonal) foram aplicados no gel em volume final de 32 pL. Como controle
negativo foi utilizada solugdo de PBS 50 mM. A placa foi mantida a 37°C em camara umida por
24 horas. Apds incubagdo, o diametro do halo formado foi medido em centimetros (cm). Os
resultados foram expressos como média do halo em centimetros (n=3) = DP. C - (PBS):
Controle Negativo; C + (B. n): Controle Positivo (B. neuwiedi); 1:50 (B.n:mAb anti-B.a/B.n) ¢
1:100 (B.n:mAb anti-B.a/B.n): mistura 1:50 e 1:100 de B. neuwiedi ¢ mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi, respectivamente.

4.2.4.2 Ensaio de neutraliza¢do da atividade hemorragica induzida pelo veneno
de B. neuwiedi

A atividade hemorrégica do veneno de B. neuwiedi foi evidenciada apds injecdes
intradérmicas, no dorso dos animais, de 10 pg de veneno. Foram observados halos
hemorragicos, e, portanto, este foi considerado o controle positivo do ensaio. Como

controle negativo foi utilizada solugao de PBS 50 mM.
O ensaio de neutralizacdo foi realizado utilizando a mesma quantidade do
veneno de B. neuwiedi juntamente com o mAb anti-B.a/B.n na propor¢ao de 1:50 (10 pg

de B. neuwiedi e 500 pug de monoclonal). O objetivo deste ensaio foi verificar se 0 mAb
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anti-B.a/B.n inibia a atividade hemorragica induzida pelo veneno de B. neuwiedi.
Através da andlise da pele removida do dorso dos animais nao foi possivel observar
neutralizacdo dos halos hemorragicos induzidos pelo veneno, o que demonstra que o

anticorpo ndo inibiu a hemorragia nas condicdes testadas (Figura 20)
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Figura 20 - Atividade hemorragica induzida pelo veneno de B. neuwiedi e ensaio de
neutralizaciio utilizando o anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi. O veneno de
B. neuwiedi (10 pg) e a mistura veneno ¢ mAb anti-B.a/B.n na propor¢do 1:50 (10 pg de B.
neuwiedi ¢ 500 pg de monoclonal) foram aplicados no dorso dos animais e a pele removida
apos 2 h. A) Quantificacao do halo hemorragico formado apds injecao das amostras, medido em
pixels utilizando o software Image J. Os resultados foram expressos como média (n=4) + DP. B)
Pele do dorso dos animais removida 2 h apds injecdo das amostras. C - (PBS): Controle
Negativo; C + (B. n): Controle Positivo (B. neuwiedi); 1:50 (B.n:mAb anti-B.a/B.n): mistura
1:50 de mADb B. neuwiedi e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi.
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4.2.4.3 Ensaio de neutralizacdo da atividade coagulante induzida pelo veneno de
B. neuwiedi
O teste da atividade coagulante foi realizado com véarias concentracdes do
veneno de B. neuwiedi e a dose minima coagulante (DMC) encontrada foi 0,5 ug
(Figura 21).
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Figura 21 - Ensaio de atividade coagulante do veneno de B. neuwiedi. Diferentes
concentracdes de veneno foram ensaiadas para calculo da DMC (Dose Minima Coagulante). As
amostras de veneno foram diluidas em solugdo contendo PBS e CaCl,, ¢ em seguida, 50 puL das
solugdes foram adicionados a 200 pL de plasma de coelho citratado, previamente incubado por
15 minutos a 37 °C. Apds adi¢do das amostras, o tempo necessario para a coagulacdo do
plasma, foi medido (em segundos). Os resultados foram expressos como média do tempo em
segundos (s) (n=3) = DP. C - (PBS + CaCl,): Controle Negativo. *** P < 0,0001 vs. controle
negativo.

Em seguida foi realizado um teste com o veneno de B. neuwiedi na dose minima
coagulante de 0,5 pg e com mAb anti-B.a/B.n nas proporcdes de 1:50 (0,5ug de B.
neuwiedi ¢ 25 pg de monoclonal) e 1:100 (0,5ug de B. neuwiedi e 50 pg de
monoclonal) para verificar se 0 mAb anti-B.a/B.n iria inibir a atividade coagulante do
veneno. Foi verificado que o anticorpo monoclonal na propor¢ao de 1:100 diminuiu a

atividade coagulante do veneno de B. neuwiedi, pois o tempo de coagulagdo aumentou
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(> 180 s) em relagdao ao tempo de coagulagao quando apenas o veneno de B. neuwiedi
foi ensaiado (65 s). Como controle negativo da atividade coagulante foi utilizada
solucao de PBS 50 mM e CaCl2 10 mM, e como controle positivo foi utilizado o veneno
de B. neuwiedi. Para demonstrar a especificidade da inibicdo da atividade coagulante
pelo mAb anti-B.a/B.n, foi utilizado outro anticorpo monoclonal, contra proteina do
veneno de Loxosceles intermedia (mAb anti-Lid1), na propor¢ao 1:100 (0,5ug de B.
neuwiedi ¢ 50 nug de mAb anti-Lidl). Foi observado que o monoclonal anti-Lidl nao

inibiu a atividade coagulante do veneno (Figura 22).
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Figura 22 - Atividade coagulante induzida pelo veneno de B. neuwiedi e ensaio de
neutralizaciio utilizando o anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi. O ensaio
foi realizado utilizando a DMC (Dose Minima Coagulante) de B. neuwiedi (0,5 pg) e a inibigao
da atividade foi verificada utilizando o mAb anti-B.a/B.n, nas propor¢oes de 1:50 (0,5ug de B.
neuwiedi e 25 ng de monoclonal) e 1:100 (0,5ug de B. neuwiedi e 50 pg de monoclonal). Estas
misturas foram previamente incubadas a 37 °C por 60 minutos. Em seguida, 50 uL da solugdo
foram adicionados a 200 pL do plasma citratado de coelho, previamente incubado por 15
minutos a 37 °C. Apds adicdo das amostras, o tempo necessario para a coagulacao do plasma foi
medido (em segundos). Para evidenciar a especificidade do mAb anti-B.a/B.n foi utilizado outro
monoclonal, contra proteina do veneno de Loxosceles intermedia (mAb anti-Lidl), na
propor¢do 1:100 (0,5ug de B. neuwiedi ¢ 50 pg de mAb anti-Lid1). Os resultados foram
expressos como média do tempo em segundos (s) (n=3) £ DP. C - (PBS + CaCl,): Controle
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Negativo; C + (B. n): Controle Positivo (B. neuwiedi); 1:50 (B.n:mAb anti-B.a/B.n) ¢ 1:100
(B.n:mAb anti-B.a/B.n): mistura 1:50 ¢ 1:100 de B. neuwiedi ¢ mAb anti-B. alternatus/B.
neuwiedi, respectivamente; 1:100 (B.n:mAb anti-Lid1): mistura 1:100 de B. neuwiedi ¢ mAb
anti-Lid1. *** P < 0,0001 vs. controle positivo.

Para avaliar se 0 mAb anti-B.a/B.n apresentava atividade coagulante, o mesmo
foi testado separadamente nas mesmas quantidades utilizadas no ensaio de inibigdo (25
ug e 50 ug). Foi verificado que o mAb anti-B.a/B.n ndo apresentou atividade coagulante

(tempo de coagulagao > 180 s) (Dados ndo mostrados).

4.2.4.4 Ensaio de neutraliza¢do da atividade fosfolipasica induzida pelo veneno
de B. alternatus

A atividade de fosfolipase indireta foi mensurada a partir da medi¢ao do halo
formado pelo contato do veneno de B. alternatus (5 pg) com o gel de agarose presente
em uma placa contendo eritrocitos e lecitina. O veneno de B. alternatus foi utilizado
como controle positivo.

O ensaio de neutralizacdo foi realizado utilizando a mesma quantidade do
veneno de B. alternatus juntamente com o mAb anti-B.a/B.n nas proporgdes de 1:50 (5
ug de B. alternatus e 250 ng de monoclonal) e 1:100 (5 ng de B. alternatus e 500 pg de
monoclonal). O objetivo deste ensaio foi verificar se 0 mAb anti-B.a/B.n inibia a
atividade de fosfolipases presentes no veneno de B. alternatus. Nao foram observadas
diferengas nos tamanhos dos halos das placas quando o anticorpo foi utilizado,
demonstrando assim, que o monoclonal ndo apresentou atividade neutralizante contra as

fosfolipases ativas presentes neste veneno (Figura 23).
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Figura 23 - Atividade fosfolipasica induzida pelo veneno de B. alternatus e ensaio de
neutralizacdo utilizando o monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi. O veneno de B.
alternatus (5 pg), utilizado como controle positivo, e as misturas veneno € mAb anti-B.a/B.n
nas proporgoes de 1:50 (5 ug de B. alternatus ¢ 250 ug de monoclonal) e 1:100 (5 ug de B.
alternatus e 500 pg de monoclonal) foram aplicados no gel em um volume final de 32 pL.
Como controle negativo foi utilizada solugdo de PBS 50 mM. A placa foi mantida a 37 °C em
camara umida por 24 horas. Apds incubagio, o halo formado foi medido em centimetros (cm).
Os resultados foram expressos como média da medida do halo em centimetros (n=3) £ DP. C -
(PBS): Controle Negativo; C + (B. a): Controle Positivo (B. alternatus); 1:50 (B.a:mAb anti-
B.a/B.n) ¢ 1:100 (B.a:mAb anti-B.a/B.n): mistura 1:50 e 1:100 de B. alternatus e mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi, respectivamente.

4.2.4.5 Ensaio de neutraliza¢do da atividade coagulante induzida pelo veneno de

B. alternatus
O teste da atividade coagulante foi realizado com varias concentracdes do
veneno de B. alternatus e a dose minima coagulante (DMC) encontrada foi de 40 pg

(Figura 24).
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Figura 24 - Ensaio de atividade coagulante do veneno de B. alternatus. Diferentes
concentracdes do veneno de B. alternatus foram ensaiadas para calculo da DMC (Dose Minima
Coagulante). As amostras foram diluidas em PBS, ¢ em seguida, 50 uL das solugdes foram
adicionados a 200 pL de plasma de coelho citratado, previamente incubado por 15 minutos a 37
°C. Apos adi¢do das amostras o tempo necessario para a coagulacdo do plasma foi medido (em
segundos). Os resultados foram expressos como média do tempo em segundos (s) (n=3) = DP.
C - (PBS + CaCl,): Controle Negativo. *** P < 0,0001 vs. controle negativo.

Em seguida foi realizado um teste com o veneno de B. alternatus na dose
minima coagulante de 40 pg e com o mAb anti-B.a/B.n nas proporcdes de 1:20 (40 pg
de B. alternatus e 800 pg de monoclonal), 1:50 (40 pg de B. alternatus e 2000 ng de
monoclonal) e 1:100 (40 pg de B. alternatus e 4000 pg de monoclonal) para verificar se
o mAb anti-B.a/B.n iria inibir a atividade coagulante do veneno. Como controle
negativo foi utilizada solugao de PBS 50 mM e CaCl2 10 mM, e como controle positivo
o veneno de B. alternatus.

Foi verificado que o anticorpo monoclonal utilizado nas propor¢des de 1:20,
1:50 e 1:100 diminuiu a atividade coagulante do veneno de B. alternatus, pois o tempo
de coagulagdo foi aumentado, em relagdo ao tempo necessario para coagulacdo quando

o plasma foi incubado apenas com o veneno de B. alternatus (61 s) (Figura 25). O
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mesmo foi observado para o veneno de B. neuwiedi, quando foi utilizado na proporgao

1:100 (veneno:monoclonal).
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Figura 25 - Atividade coagulante induzida pelo veneno de B. alternatus e ensaio de
neutralizacio utilizando o monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi. O ensaio foi realizado
utilizando a DMC (Dose Minima Coagulante) do veneno B. alternatus (40 pg), e a inibicao da
atividade coagulante foi verificada utilizando o mAb anti-B.a/B.n, nas propor¢des de 1:20 (40
ug de B. alternatus e 800 png de monoclonal), 1:50 (40 png de B. alternatus e 2000 pg de
monoclonal) e 1:100 (40 pg de B. alternatus e 4000 pg de monoclonal). Estas misturas foram
previamente incubadas a 37 °C por 60 minutos. Em seguida, 50 plL das solugdes foram
adicionados a 200 puL do plasma citratado de coelho, previamente incubado por 15 minutos a 37
°C. Apos adigdo das amostras o tempo de coagulagdo do plasma foi medido (em segundos). Os
resultados foram expressos como média do tempo em segundos (s) (n=3) £ DP. C - (PBS):
Controle Negativo; C + (B. a): Controle Positivo (B. alternatus); 1:20 (B.a:mAb anti-B.a/B.n),
1:50 (B.n:mAb anti-B.a/B.n), ¢ 1:100 (B.n:mAb anti-B.a/B.n): mistura 1:20, 1:50 ¢ 1:100 de
B. alternatus e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, respectivamente. *** P < 0,0001 vs.
controle positivo.
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PARTE II: AVALIACAO E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS

RECONHECIDOS PELO ANTICORPO MONOCLONAL

4.3 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS DE B.
neuwiedi
4.3.1 Analise do reconhecimento dos antigenos, purificados do veneno de 5.
neuwiedi, pelo anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi
Ap6s a purificagdo do veneno de B. neuwiedi, a fragdo Bothrops neuwiedi (BnF)
e o veneno de B. meuwiedi, foram submetidos a eletroforese (SDS-PAGE) em
condi¢des redutoras, e em seguida, transferidas para membrana de nitrocelulose. Este
ensaio foi conduzido como descrito no item 3.3.2, com o objetivo de verificar o
reconhecimento da fragdo Bothrops neuwiedi pelo monoclonal. O Western blot,
demonstrou que o mAb anti-B.a/B.n reconheceu a fracdo Bothrops neuwiedi e o veneno
B. neuwiedi, como observado previamente. As bandas reativas, para as 3 amostras

ensaiadas, apresentaram massa molecular similar, compreendida entre 45 e 66 kDa

(Figura 26).
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Figura 26 - SDS-PAGE ¢ Western blot da fracido Bothrops neuwiedi e de B. neuwiedi, frente
ao anticorpo mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi. 5 ng de cada uma das amostras, fracdo
Bothrops neuwiedi e veneno de B. neuwiedi foram aplicados em um gel de eletroforese (SDS-
PAGE) 12,5% em condi¢des redutoras, transferidos para a membrana de nitrocelulose e
incubados com 1 pg/mL de mAb anti-B.a/B.n. Apds lavagem, a membrana foi incubada com
anti-mouse conjugado com peroxidase (diluido 1:3000). A membrana foi revelada utilizando
diaminobenzidina/cloronaftol. BnF: fragdo Bothrops neuwiedi; PVB: Pool de venenos de
Bothrops spp. (Controle Positivo); B.n: Bothrops neuwiedi.

4.3.2 Caracterizacio dos antigenos da fracao Bothrops neuwiedi (BnF)
4.3.2.1 Atividade hemorragica
Apos injecdes intradérmicas de 10 ug do veneno de B. neuwiedi como controle
positivo, de PBS 50 mM como controle negativo e de 10 pug da fracdo Bothrops

neuwiedi, foi possivel verificar que nas condi¢des testadas a BrF ndo induziu

hemorragia na pele do dorso dos animais (Figura 27).
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Figura 27 - Ensaio de atividade hemorragica de B. neuwiedi e da fracio Bothrops neuwiedi.
10 pg do veneno de B. neuwiedi ou da fracao foram aplicados no dorso dos animais e a pele foi
removida apds 2 h. A) O halo hemorragico formado foi quantificado em pixels utilizando o
programa Image J. Os resultados foram expressos como média (n = 3) £ DP. *** P <(,0004 vs.
Controle positivo. B) Pele do dorso dos animais, removida 2 h apds injecdo das amostras. C -
(PBS): Controle Negativo; C + (B. n): Controle Positivo (B. neuwiedi), BuF: Fragao Bothrops
neuwiedi.

4.3.2.2 Atividade coagulante
O ensaio de atividade coagulante da fragdo Bothrops neuwiedi foi realizado
utilizando diferentes concentragdes e a dose minima coagulante foi calculada (9 pg).
Como controle negativo da atividade coagulante foi utilizada solugdo contendo PBS 50
mM e cloreto de célcio 10 mM.
Foi observado que a BnF, purificada por coluna de afinidade contendo o mAb
anti-B.  alternatus/B. neuwiedi, apresentou atividade coagulante concentragdo

dependente, quando comparada ao controle negativo (Figura 28). Este resultado
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corrobora o dado apresentado anteriormente (item 4.2.4.3), em que o anticorpo

monoclonal inibiu a atividade coagulante do veneno de B. neuwiedi.
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Figura 28 - Ensaio de atividade coagulante da fracdo Bothrops neuwiedi. Diferentes
concentracdes da fracdo Bothrops neuwiedi foram ensaiadas para cdlculo da DMC (Dose
Minima Coagulante). As amostras contendo a fragcdo foram diluidas em PBS e CaCl,, e em
seguida, 50 pL das diluigdes foram adicionados a 200 pL de plasma de coelho citratado,
previamente incubado por 15 minutos a 37 °C. Apos adi¢@o das amostras, o tempo necessario
para a coagulagdo do plasma foi medido (em segundos). C - (PBS + CaCl,): controle negativo,
BnF: fragdo Bothrops neuwiedi. Os resultados foram expressos como média do tempo em
segundos (s) £ DP. (n=3) £ DP. *** P <(,0001 vs. controle negativo.

4.3.2.3 Atividade proteolitica sobre os substratos para serinoproteases e
metaloproteases
A atividade proteolitica da fragdo Bothrops neuwiedi foi avaliada in vitro
utilizando dois substratos acoplados a um sistema FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), um que pode ser clivado por serinoproteases e outro que pode ser
clivado por metaloproteases. O veneno de B. neuwiedi, que contém serinoprotease e
metaloprotease, foi utilizado como controle positivo dos ensaios.
A BnF apresentou alta atividade proteolitica quando o substrato para
serinoproteases, Abz-FLPRSFRQ-EDDnp, foi utilizado (Figura 29A). Esta atividade foi
semelhante a atividade do veneno de B. neuwiedi. Este resultado corrobora a capacidade

da fragdo em coagular o plasma de coelho como apresentado anteriormente. No entanto,
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a fracdo nao apresentou atividade proteolitica sobre o substrato para metaloproteases,

Abz- LVEALYQ-EDDnp (Figura 29B).
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Figura 29 - Ensaio de atividade proteolitica da fracdo Bothrops neuwiedi sobre os
substratos para serinoprotease e metaloprotease. O ensaio foi realizado em microplaca de 96
pogos, utilizando 1 pg do veneno de B. neuwiedi (controle positivo) ou 1 pug da fracdo Bothrops
neuwiedi e os substratos a uma concentracdo final de 47 mM. A atividade proteolitica foi
representada em unidades arbitrarias de fluorescéncia (RFU) produzidas em 340 nm de
excitagdo ¢ 440 nm de emissdo pela hidrolise do substrato acoplado ao sistema FRET. A)
Substrato para serinoprotease: Abz-FLPRSFRQ-EDDnp ¢ B) Substrato para metaloprotease:
Abz-LVEALYQ-EDDnp. Os resultados foram expressos como média (n=3) £ DP. BnF: fracdo
Bothrops neuwiedi. *** P <0,0007 vs. controle positivo (B. neuwiedi).

Posteriormente, foi avaliado se a atividade proteolitica da BnF sobre o substrato
para serinoprotease poderia ser inibida pelo mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi ou pelo
inibidor de serinoprotease, PMSF. Foi observada reducdo significativa (77,6%) da
atividade proteolitica da BnF quando a mesma foi associada ao PMSF. Por outro lado, o
mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, na propor¢do avaliada (1:25), ndo apresentou

reducdo significativa (20,8%) da atividade proteolitica da BnF (Figura 30).
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Figura 30 - Ensaio de neutralizacdo da atividade proteolitica da fracdo Bothrops neuwiedi
sobre o substrato para serinoprotease. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos,
utilizando 1 ug do veneno de B. neuwiedi, 1 ng da fragdo Bothrops neuwiedi, 1 pg da fragao
associada a 25 pug do monoclonal ou 1 pg da fracao associada a 0,1mM de PMSF, e o substrato
a uma concentragdo final de 47 mM. A atividade proteolitica foi representada em unidades
arbitrarias de fluorescéncia (RFU) produzidas em 340 nm de excitacdo e 440 nm de emissdo
pela hidrdlise do substrato acoplado ao sistema FRET. Substrato para serinoprotease: Abz-
FLPRSFRQ-EDDnp. C + (B.n): Controle Positivo (Bothrops neuwiedi); BnF: fragao Bothrops
neuwiedi (1 ng); BnF + mAb: 1 parte de fracdo Bothrops neuwiedi (1 ng) e 25 partes de mAb
anti-B. alternatus/B. neuwiedi (25 ng); BnF + PMSF: fracdo Bothrops neuwiedi (1 pg) ¢ PMSF
(0,1 mM). Os resultados foram expressos como média (n=3) £ DP. * P < 0,05 vs. fracdo
Bothrops neuwiedi.

4.3.2.4 Atividade fibrinogenolitica

Para avaliar a atividade fibrinogenolitica da fracdo Bothrops neuwiedi foram
utilizados 5 pg desta fracdo e 25 pg de fibrinogénio. Como controle negativo foram
utilizados apenas 25 ng de fibrinogénio e como controle positivo 5 pg do veneno de B.
neuwiedi e 25 pg de fibrinogénio.

Em sua forma nativa o fibrinogénio humano ¢é composto por 3 cadeias
polipeptidicas, Aa (64 kDa), B (56 kDa) e y (47 kDa) (PUTNAM, 1975). Foi
observado que a BnF degradou praticamente toda subunidade Aa do fibrinogénio e
parcialmente a subunidade Bf. Ao associar o EDTA, que ¢ um inibidor de

metaloprotease, a BnF ainda degradou a banda Aa do fibrinogénio. Ao passo que ao
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associar o PMSF, que ¢ um inibidor de serinoprotease, foi verificado que a BnF perdeu
a capacidade de degradar a banda Aa do fibrinogénio (Figura 31). Este resultado
confirma que a atividade de serinoprotease da fracdo Bothrops neuwiedi que ¢
responsavel pela clivagem da cadeia do fibrinogénio.

Fibrinogénio  B.n BnF BnF+EDTA  BnF+ PMSF

Aa
BB

Figura 31 - Ensaio de atividade fibrinogenolitica da fracdo Bothrops neuwiedi. O
fibrinogénio humano é composto por 3 cadeias polipeptidicas, Aa (64 kDa), BB (55 kDa) e y
(47 kDa). 5 pg da BnF e 25 ng de fibrinogénio humano foram incubados por 3 h a 37 °C. Para
avaliar o papel dos inibidores, a BnF (5 pg) foi pré-incubada a 37 °C por 1 h na presenga de
EDTA 5 mM ou de de PMSF 5 mM. Em seguida, essas amostras foram incubadas com
fibrinogénio (25 pg) nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Como controle negativo foi
utilizado apenas o fibrinogénio (25 pug) e como controle positivo, 5 pg de B. neuwiedi e 25 pg
de fibrinogénio. Apods incubagdo, a atividade fibrinogenolitica da fragdo foi avaliada por SDS-
PAGE a 10%. A coloragado do gel foi realizada utilizando o corante Coomassie Blue R-250. B.n:
B. neuwiedi; BnF: fragdo Bothrops neuwiedi; BnF + EDTA: fracdo Bothrops neuwiedi +
EDTA; BnF + PMSF: fragdo Bothrops neuwiedi + PMSF.

4.3.2.5 Atividade fibrinogenolitica concentrag¢do-dependente
Para avaliar a influéncia da concentragdo da fragdo Bothrops neuwiedi na

degradacdo das bandas do fibrinogénio, 0,5 pg; 1,0 ug; 2,5 ng; 5,0 pug; 10 uge 20 pg da
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fragdo foram incubados separadamente com uma quantidade fixa de fibrinogénio (25
ng). Como controle negativo foi utilizado apenas o fibrinogénio (25 pg).

Foi verificado que a degradagdo do fibrinogénio ¢ diretamente proporcional a
concentracdo da BnF. Além disso, a partir de 5 pg desta fragcdo a banda Aa foi
praticamente toda degradada e a banda B} parcialmente (Figura 32). Por esse motivo, os
ensaios de atividade fibrinogenolitica posteriores foram realizados utilizando 5 pg da

fracdo Bothrops neuwiedi.

Fibrinogénio  BnF BnF BnF BnF BnF BnF
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Figura 32 - Ensaio de atividade fibrinogenolitica da fracdo Bothrops neuwiedi em
diferentes concentracées. A atividade fibrinogenolitica foi avaliada por SDS-PAGE a 10%
utilizando diferentes concentragoes (0,5 pg; 1,0 pg; 2,5 pg; 5,0 pg; 10 ug ou 20 pg) da fracao
Bothrops neuwiedi incubadas individualmente com 25 ug de fibrinogénio humano por 1 h a 37
°C. Como controle negativo foi utilizado apenas o fibrinogénio (25 ug). Apoés o periodo de
incubacdo as amostras foram aplicadas no gel e a corrida foi realizada a 200 V. A coloragdo das
proteinas foi realizada utilizando o corante Coomassie Blue R-250. BnF: fracdo Bothrops
neuwiedi.

4.3.2.6 Atividade fibrinogenolitica tempo-dependente
Para avaliar a influéncia do tempo de incubagdo a 37 °C da fragdo Bothrops

neuwied (5 pg) com o fibrinogénio (25 pg) na degradacdo das bandas, as amostras
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foram incubadas por 0 h, 0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Como controle negativo foi
utilizado apenas o fibrinogénio (25 pg).

Foi verificado que a BnF foi capaz de degradar a banda Aa e parcialmente a
banda B em todos os tempos de incubagdo testados, exceto no tempo zero. Apos 24
horas de incubagao, a banda B} foi praticamente toda degradada (Figura 33). A partir da
analise desses dados observou-se que o ensaio de atividade fibrinogenolitica pode ser

realizado incubando a fragdo Bothrops neuwied com o fibrinogénio por no minimo 0,5h.

Fibrinogénio  BnF BnF BnF BnF BnF BnF BnF
Oh 0,5h 1h 3h 6h 12h 24 h

Figura 33 - Ensaio de atividade fibrinogenolitica da fracao Bothrops neuwied em diferentes
tempos de incubacio. A atividade fibrinogenolitica foi avaliada por SDS-PAGE a 10%. A BnF
(5 ng) foi incubada com o fibrinogé€nio humano (25 pg) a 37 °C por 0 h, 0,5 h, 1 h,3 h, 6 h, 12
h ou 24 h). Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram aplicadas no gel e a corrida foi
realizada a 200 V. A coloragdo das proteinas foi realizada utilizando o corante Coomassie Blue
R-250. Como controle negativo foi utilizado apenas o fibrinogénio (25 ug). BnF: Bothrops
neuwiedi.

4.3.2.7 Atividade fibrinogenolitica temperatura-dependente
Para avaliar a estabilidade térmica da fracdo Bothrops neuwied, a fragao foi
previamente incubada em PBS 50 mM por uma hora nas temperaturas de -80 °C, 8 °C,
25 °C, 37 °C e 100 °C. Na sequéncia, o teste da atividade fibrinogenolitica foi realizado

incubando a BnF (5pug) com o fibrinogénio (25 pg) por 1 ha 37 °C.
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A BnF degradou a banda Ao do fibrinogénio em todas as temperaturas
ensaiadas, exceto a 100 °C, demonstrando assim, a estabilidade da fragdo nas demais

temperaturas (Figura 34).

Fibrinogénio  BnF BnF BnF BnF BnF
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Figura 34 - Ensaio de atividade fibrinogenolitica da fracdo Bothrops neuwiedi em
diferentes temperaturas de incubacio. A atividade fibrinogenolitica foi avaliada por SDS-
PAGE a 10%. A BnF (5 pg) foi previamente incubada por 1 h a -80 °C, 8 °C, 25 °C, 37 °C e
100 °C. Apds este periodo, as amostras foram incubadas com o fibrinogénio (25 pg) por 1 h a
37 °C. Como controle negativo foi utilizado apenas o fibrinogénio (25 pg). Apos o periodo de
incubag¢do as amostras foram aplicadas no gel e a corrida foi realizada a 200 V. A coloragdo das
proteinas foi realizada utilizando o corante Coomassie Blue R-250. BnF: fragdo Bothrops
neuwiedi.

4.3.2.8 Atividade amiddasica sobre o BApNA

O substrato sintético BApNA ¢ comumente utilizado para determinar atividade
enzimatica de serinoproteases em geral, como por exemplo, a tripsina. Foi observado
que a fracdo Bothrops neuwiedi (25 pg) hidrolisou o BApNA, e quando associada
previamente, por 30 minutos a 37 °C, ao PMSF (5 mM) foi observada inibicdo de
96,3% da atividade amidasica em relagdo a atividade da fragdo sem esta associagao
(Figura 35A). Este resultado reforca as evidéncias obtidas nos experimentos anteriores,
de que a BnF ¢ uma serinoprotease. Quando o anticorpo monoclonal B. alternatus/B.

neuwiedi foi, também, associado previamente a BnF na propor¢ao de 1:10 de fragao (25
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pg) em relacdo ao anticorpo monoclonal (250 pg) foi observada inibicao de 41,9% da
atividade amidasica em relagdo a atividade da fracdo isolada. Quando foi associado na
propor¢ao de 1:20 de fragdo (25 pg) em relagdo ao anticorpo monoclonal (500 ug) nao
observou-se diferenca na inibicao em relagdo a proporcao de 1:10 (Figura 35A).

Ao avaliar a influéncia do pH sobre a atividade enzimatica, observou-se que a
BnF ¢ estavel em pH 8,2 e pH 9,0, e que houve uma reducao da atividade relativa em

90%, 46% e 18% nos valores de pH 6,0; 7,0 e 10, respectivamente (Figura 35B).
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Figura 35 - Atividade amidasica da fracdo Bothrops neuwiedi sobre o BApNA. (A)
Atividade amidasica da fragdo Bothrops neuwiedi sobre o substrato BApNA (0,36 mM). A BnF
(25 pg) foi ensaiada separadamente, ¢ também, associando previamente, o inibidor PMSF
(5mM) e 0 mAb anti-B. alternatus/B. neuwied, nas propor¢des 1:10 e 1:20 (fragdo:monoclonal).
As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos com o BapNA, e na sequéncia as
absorbancias foram lidas em 410 nm. Os resultados foram expressos em atividade especifica
(U/mg). BnF = fragdo Bothrops neuwiedi (25 ng), utilizada como controle positivo da atividade
amidasica; BnF + PMSF = mistura da fracio Bothrops neuwiedi (25 pg) e inibidor PMSF (5
mM); 1:10 (BnF:mAb) = mistura 1:10 da fragdo Bothrops neuwiedi (25 pg) e mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi (250 ng); 1:20 (BnF:mAb) = mistura 1:20 da fragdo Bothrops neuwiedi
(25 pg) e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi (500 png). Os resultados foram expressos como
média (n=3) = DP. *** P < 0,0001 vs. BnF. (B) Atividade amidasica da fracdo Bothrops
neuwiedi sobre o substrato BApNA, em diferentes pHs (6,0; 7,0; 8,2; 9,0 ¢ 10), representada em
atividade relativa percentual em relacdo a atividade obtida em pH 8,2 (100%). Os resultados
foram expressos como média (n=3) £ DP. *** P <(0,0001 vs. atividade em pH 8,2.



87

4.3.2.9 Ensaio de Incoagulabilidade

Apo6s 3 h da administragdo intraperitoneal de 10 ug, 50 ug e 100 ug da fragdo
Bothrops neuwiedi e retirada do sangue dos animais, foi verificado que as amostras
daqueles que receberam 50 pug e 100 pg da fragdo ndo coagulou apds 60 minutos da
coleta, e que o sangue dos animais do grupo controle negativo, que receberam apenas o
PBS 50 mM, coagulou em aproximadamente 5 minutos. No grupo que recebeu 10 pg da
BnF, foi observado que o sangue de um animal ndo coagulou ap6s 60 minutos, ¢ o dos
outros dois animais coagulou em aproximadamente 5 minutos (Tabela 2).
Tabela 2 - Incoagulabilidade in vivo.

Coagulacao do sangue apos coleta

Animais C - (PBS) BnF (10 pg) BnF (50 pg) BnF (100 pg)
1 + + - -
2 + - - -
3 + + - -

Os resultados da incoagulabilidade in vivo foram representados como positivo (+), para
coagulagdo em até 5 minutos, € negativo (-), para auséncia de coagulagdo em até 60 minutos
apos a coleta. C - (PBS): controle negativo; BnF: fragdo Bothrops neuwiedi. A coluna Animais
representa o individuo de cada grupo.

4.3.2.10 Identificagcdo dos componentes proteicos por espectrometria de massa
Para identificar os componentes da BnF, foi utilizada uma abordagem
protedmica bottom-up, estimando a abundancia de proteinas com base nos valores do
iBAQ (SCHWANHUUSSER et al., 2011). Utilizando um score restrito, foram
identificadas 24 proteinas que foram classificadas em oito classes de familias de
proteinas, incluindo serino protease, metaloprotease, lectina tipo C, glutaminil ciclase,
fosfolipase A2, fosfolipase B-like, 5"-nucleotidase e L-amino oxidase acida. Ao somar a

intensidade do iIBAQ de cada membro da familia de proteinas, foi observada uma
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prevaléncia de serino proteases na BnF (Figura 36A), representando 55% da

composi¢ao da BnF (Figura 36B).
A B

Serine protease IHIINEEG__—_—_———_
Metalloprotease INEEEEEEEEEE—_——————8
C-type lectin family s /
Glutaminyl Cyclase Yy 35.3%
Phospholipase A2 I Metallo
|
 E—

Serine
protease

Phospholipase B like
5’-nucleotidase
L-amino-acid oxidase

55.1% protease

0 2 4 6 8 10
Log10 iBAQ intensity

Figura 36 - Diferentes familias de proteinas identificadas por espectrometria de massa da
BnF. (A) Representagdo das oito classes de proteinas, que representa a soma das intensidades
iBAQ transformadas em LoglO de cada membro da familia. (B) Distribui¢do percentual das
diferentes familias de proteinas identificadas na BnF.

Ao comparar as sequéncias da andlise dos espectros obtidos no LC-MS/MS com
proteinas do género Bothrops, do banco de dados do UniProt, foram identificados
também, dois peptideos N-terminais, VIGGDECDINEHPFLAFMYYSPR e
VIGGDECDINEHR, que ndo foram incluidos na quantificagdo iBAQ. A partir do
alinhamento, utilizando o programa BLASTP, destes peptideos N-terminais foi
identificado o fragmento de serinoprotease ja descrito (VIGGDECDINEHPFL) para
Bothrops pauloensis (COSTA et al., 2009), pertencente ao complexo B. neuwiedi
(MACHADO; SILVA; SILVA, 2014).

A partir do alinhamento, do peptideo maior (VIGGDECDINEHPFLAFMY YSPR)
localizado na por¢ao N-terminal da BnF, com outras serinoproteases thrombin-like, como
leucurobin de B. leucurus (PODIJ86), batroxobin de B. atrox (P04971), BpSP-1 de B.
pauloensis (PODJF1), bothrombin de B. jararaca (P81661), barnettobin de B. barnetti

(K4LLQ?2), BthaTL de B. alternatus (Q6IWF1), dentre outras, foi observada relevante
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similaridade com estas proteinas, bem como presenca de uma regiao conservada (Figura
37).

ID (%)

BnF (. neuwiedi) ‘WIGGDECDINEHPFLAFMYYSPR?* 100.0
Leucurobin (8. leucurus) ‘N IGGDECDINEHPFLAFMYYSPR??Y 100.0
Batroxobin (8. atrox) 'VIGGDECDINEHPFLAFMYYSPR?? 100.0
BpSP-1 (8. pauloensis) 'WIGGDECDINEHPFL-—————-- 15-100.0
Bothrombin (B. jararaca) 'WNIGGDECDINEHPFLAFMYYSPQ?¢ 95.7
Barnettobin (8. barnett) \VIGGDECDINEHPFLAFLY-SRG%® 83.3
BthaTL (8. aiternatus) 'VIGGDECDINEHRFLAFLY-PGR?3® 76.0
BITSO1A (8. insularis) ‘NVGGDECDINEHPFLAFLY-SHG?®> 75.0
BpirSP41 (8. pirajai) 'VVGGDECDINEHPFLAFLY-SHG?? 75.0
HS112 (B. jararaca) 'VIGGDECDINEHRFLAFLY-AGG?® 65.4

E IR I T

Figura 37 - Alinhamento do peptideo da BnF com serinoproteases thrombin-like de
venenos de serpentes do género Bothrops. Alinhamento com leucurobin de B. leucurus
(cédigo Uniprot PODJ86), batroxobin de B. atrox (coédigo Uniprot P04971), BpSP-1 de B.
pauloensis (codigo Uniprot PODIJF1), bothrombin de B. jararaca (c6digo Uniprot P81661),
barnettobin de B. barnetti (c6digo Uniprot K4LLQ2), BthaTL de B. alternatus (c6digo Uniprot
Q6IWF1), BITSO1A de B. insularis (codigo Uniprot Q8QG86), BpirSP41 de B. pirajai (codigo
Uniprot PODL27) e HS112 de B. jararaca (c6digo Uniprot QSW960). Os aminodcidos idénticos
aos da BnF estdo destacados em azul e aminoacidos com propriedades semelhantes estdo

n.n

destacados em verde. "*" significa aminoacidos idénticos, ":" aminoacidos com propriedades
semelhantes, "espaco" de amino4cidos diferentes.

4.4 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS ANTIGENOS DE B.
alternatus
4.4.1 Purificacio dos antigenos de B. alternatus reconhecidos pelo anticorpo
monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi
Cerca de 20 mg do veneno bruto de B. alternatus foram aplicados na coluna de
afinidade mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi-Sepharose, previamente preparada de
acordo com o item 3.4.1. As fracdes contendo os antigenos (fragdo Bothrops alternatus

ou BaF) foram agrupadas, dialisadas, e utilizadas nos ensaios a seguir.
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4.4.2 Caracterizacao da fragao Bothrops alternatus (BaF)
4.4.2.1 Atividade coagulante

O ensaio da atividade coagulante da fragdo Bothrops alternatus foi realizado em
duas concentracdes diferentes. Como controle negativo foi utilizada solu¢ao contendo
PBS 50 mM e cloreto de célcio 10 mM. Foi observado que a fragdo Bothrops
alternatus, purificada por coluna de afinidade contendo o anticorpo monoclonal B.
alternatus/B. neuwiedi, ndo apresentou atividade coagulante nas concentragdes de 40 ug
e 80 png, quando comparada ao controle negativo (Figura 38). Como as concentragdes
utilizadas ja estavam elevadas, ndo foi possivel repetir o ensaio com concentragdes
maiores.
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Figura 38 - Ensaio de atividade coagulante da fracdo Bothrops alternatus. O ensaio foi
realizado utilizando 40 pg ou 80 pg da BaF. As diferentes concentragdes da fragdo foram
diluidas em PBS e CaCl,, e em seguida, 50 uL de cada diluigdo foram adicionados a 200 uL de
plasma de coelho citratado, previamente incubado por 15 minutos a 37 °C. Apods adi¢do das
amotras o tempo necessario para a coagulagdo do plasma foi medido (em segundos). Os
resultados foram expressos como média do tempo em segundo (s) £ DP (n=3). C- (PBS +
CaCly): controle negativo; BaF: fracdo Bothrops alternatus.

4.4.2.2 Atividade amidasica sobre o BApNA
A fracdo Bothrops alternatus apresentou atividade sobre o substrato sintético

BApNA, utilizado para determinar atividade enzimatica de serinoproteases em geral.
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Quando o PMSF, foi associado a BaF, foi observada inibi¢ao de 78,9% da atividade
amidasica em relagdo a atividade da fracao isolada (Figura 38). Este resultado evidencia
que a fracdo Bothrops alternatus também ¢ uma serinoprotease.

A agdo neutralizante do anticorpo monoclonal B. alternatus/B. neuwiedi também
foi avaliada. Quando o mAb foi associado a BaF na proporg¢ao de 1:10 da fracao (25 pg)
em relagdo ao monoclonal (250 pg), foi observada inibicdo de 57,7% da atividade
amidasica, em relagdo a atividade da fracdo. Ao associd-lo na propor¢ao de 1:20 da
fracdo (25 pg) em relacdo ao anticorpo monoclonal (500 pg), houve inibigao de 100%,
o que demonstra que o monoclonal inibiu completamente a atividade amidasica da

fracdo (Figura 39).

Figura 39 - Ensaio de neutralizacao da atividade amidasica da fracdo Bothrops alternatus
sobre 0 BApNA. A BaF foi ensaiada separadamente, e também, associando previamente, o
inibidor PMSF (5 mM) e o anticorpo monoclonal B. alternatus/B. neuwiedi nas proporgdes 1:10
e 1:20 (fracdo:monoclonal). As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos com o
BApNA (0,36 mM), e na sequéncia as absorbancias foram lidas em 410 nm. Os resultados
foram expressos em atividade especifica (U/mg). BaF: Bothrops alternatus (25 pg), utilizada
como controle positivo da atividade amidasica; BaF + PMSF: mistura da fracdo Bothrops
alternatus (25 pg) e inibidor PMSF (5 mM); 1:10 (BaF:mAb) = mistura 1:10 da fragdo
Bothrops alternatus (25 ng) e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi (250 pg) e 1:20 (BaF:mAb)
= mistura 1:20 da fragdo Bothrops alternatus (25 pug) e mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi (500
ug). Os resultados foram expressos como média (n=3) = DP. *** P < 0,0006 vs. BaF; ** P <
0,05 vs. BaF; * P < 0,05 vs. BaF.
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5. DISCUSSAO

No Brasil a maioria dos acidentes ofidicos registrados ¢ causada por serpentes
peconhentas do género Bothrops spp. Atualmente, o soro antiofidico ainda ¢ o unico
tratamento disponivel, porém ¢ cada vez mais evidente a necessidade de buscar terapias
alternativas para o envenenamento ofidico, com o objetivo de reduzir efeitos adversos e
aumentar sua eficécia.

No presente trabalho, que objetivou a produgdo de anticorpo monoclonal contra
venenos de serpentes do género Bothrops spp., os camundongos foram imunizados com
0 pool botropico contendo os venenos de B. jararaca, B. alternatus, B. jararacussu, B.
moojeni e B. neuwiedi. O anticorpo monoclonal anti-B. alternatus/B. neuwiedi foi
obtido apds as etapas de produgdo e purificacdo e o mesmo reconheceu o pool botropico
e os venenos de B. alternatus e B. neuwiedi. As bandas reativas no ensaio de Western
Blot apresentaram massa entre 45 e 66 kDa. Considerando esses valores e dados da
literatura, concluimos que o monoclonal poderia estar reconhecendo metaloprotease,
serinoprotease, LAAO ou hialuronidase (CEVALLOS et al., 1992; DU; CLEMETSON,
2002; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; SERRANO; MAROUN, 2005).

Sendo assim, para caracterizar e evidenciar qual proteina ¢ reconhecida pelo
anticorpo, foram realizados testes de neutralizacdo. O ensaio de neutralizacdo da
atividade fosfolipasica, em que utilizou-se o veneno de B. neuwiedi e B. alternatus e o
anticorpo monoclonal, foi realizado como um teste confirmatorio de que o mAb anti-5.
alternatus/B. neuwiedi nao reconhecia fosfolipase. Verificou-se que o monoclonal ndo
neutralizou as fosfolipases ativas presentes nestes venenos.

As metaloproteases podem causar hemorragia (GUTIERREZ et al., 2016b), e
pela faixa de massa molecular da banda reativa observada no Western Blot, o

monoclonal poderia estar reconhecendo uma metaloprotease. Por isso, foi realizado o
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teste de neutralizacao da atividade hemorragica, para verificar se o0 monoclonal inibia
esta acdo do veneno de B. neuwiedi. O mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi nao
neutralizou a hemorragia causada pelo veneno. Em seguida, foi avaliada a neutraliza¢ao
da atividade coagulante, pois serinoproteases, principalmente as thrombin-like podem
causar coagulacao do plasma (COSTA et al.,, 2009; MARIA et al., 2013; VILCA-
QUISPE et al., 2010; ZAQUEO et al., 2014), e o monoclonal também, poderia estar
reconhecendo esta toxina. Primeiramente a DMC do veneno B. neuwiedi foi calculada
(DMC = 0,5 png), e foi verificado que o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi, utilizado na
quantidade de 100 vezes a DMC, inibiu a atividade coagulante. Para avaliar a
neutralizagdo da atividade coagulante do veneno B. alternatus, a DMC também foi
calculada (DMC = 40 pg), e foi muito superior a DMC do B. neuwiedi. Em rela¢do ao
veneno de B. alternatus, o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi inibiu a atividade
coagulante quando foi utilizada quantidade de monoclonal pelo menos 20 vezes a DMC.
Diante desse resultado, verificou-se uma possibilidade da proteina que o mAb anti-B.
alternatus/B. neuwiedi reconhece estar relacionada ao processo de coagulagdo, podendo
entdo ser uma serinoprotease (STABELI et al., 2004; URS et al., 2013)

O fato da DMC do veneno de B. alternatus ser maior que a DMC de B.
neuwiedi, provavelmente estd relacionado ao fato de o veneno de B. alternatus ter
menor concentracdo de serinoprotease, conforme ja descrito em estudos de
transcriptoma e proteoma desses venenos (CARDOSO et al., 2010; RODRIGUES et al.,
2012).

Para prosseguir a investigagdo a respeito do antigeno reconhecido pelo mAb
anti-B. alternatus/B. neuwiedi, o anticorpo foi imobilizado em uma coluna, a fim de
realizar processos de cromatografia de afinidade que possibilitassem a captura do

antigeno presente no veneno de B. neuwiedi. A fracdo obtida foi denominada fragdo
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Bothrops neuwiedi (BnF), e foi utilizada para realizagdo de ensaios de caracterizagao
bioquimica do antigeno reconhecido pelo anticorpo monoclonal.

ApOs a obtencao da fracao Bothrops neuwiedi foi realizado Western Blot, e
verificou-se que a banda reativa da fracdo apresentava massa entre 45 ¢ 66 kDa,
semelhante ao ensaio em que o mAb foi testado frente ao veneno de B. neuwiedi € ao
pool botropico.

A fragdo Bothrops neuwiedi nao apresentou atividade hemorréagica, assim como
a serinoprotease thrombin-like, BpSP-1, de B. pauloensis ¢ a BmooSP de B. moojeni
(COSTA et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2016). Este resultado estad de acordo com a
ndo neutralizagdo da atividade hemorrdgica pelo mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi.
No entanto, no ensaio da atividade coagulante foi verificado que esta fracdo apresentou
atividade concentracdo dependente, com DMC de 9 pg. A DMC pode variar entre as
diferentes serinoproteases, inclusive de uma mesma espécie. Em trabalhos realizados
com 3 serinoproteases de B. pirajai, foram obtidas DMC de 1,7 pg, 3,5 pg e 20 ug para
as serinoproteases BpirSP-39, BpirSP-41 e BpirSP-27, respectivamente (MENALDO et
al., 2012; ZAQUEO et al., 2014). Este resultado da atividade coagulante da fracdo
Bothrops neuwiedi corrobora o resultado em que o anticorpo monoclonal inibiu a
atividade coagulante do veneno de B. neuwiedi.

Os principais componentes hemotdxicos dos venenos, que interferem na
coagulagcdo e hemostasia, sdo as serinoproteases e metaloproteases. As SVSP podem
atuar sobre o fibrinogénio e fibrina, fatores da coagulacao, proteina C, plasminogénio e
plaquetas, ¢ podem também, atuar sobre o cininogénio e calicreina, liberando
bradicinina e causando assim, anormalidades na hemostasia e trombose. As SVMPs sdo
responsaveis pela atividade hemorragica, pois degradam a membrana basal proteica,

provocando perda da integridade dos vasos e extravasamento do sangue. Também
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possuem atividade fibrinogenolitica e de inibi¢do da agregacao plaquetaria (URS et al.,
2013). Entdo, foram realizados ensaios de atividade proteolitica sobre os substratos para
serinoproteases € metaloproteases, utilizando estes dois substratos acoplados a um
sistema FRET. A fracdo Bothrops neuwiedi apresentou atividade proteolitica sobre o
substrato para serinoproteases, mas nao apresentou atividade proteolitica sobre o
substrato para metaloproteases. Este resultado corrobora a capacidade da BnF em
coagular o plasma de coelho como apresentado anteriormente. Isso sugere que o
anticorpo monoclonal pode estar reconhecendo uma serinoprotease relacionada ao
disturbio da coagulagdo durante o envenenamento, assim como j4 demonstrado em
outros trabalhalhos, como, por exemplo, a capacidade de serinoproteases de B.
alternatus e B. moojeni em coagular o plasma humano (MARIA et al., 2013).
Posteriormente, a atividade proteolitica da BnF foi avaliada utilizando o
substrato para serinoprotease acoplado a um sistema FRET, no entanto, foram
associados 0 mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi e o inibidor de serinoprotease, PMSF.
Foi observado que o PMSF inibiu a atividade proteolitica da BnF, o que reforca a
hipdtese de que o antigeno reconhecido pelo monoclonal ¢ uma serinoprotease. O mAb
anti-B. alternatus/B. neuwiedi ndo inibiu a atividade proteolitica da BnF na propor¢ado
avaliada de 1:25 (fracdo:mAb). Para confirmar a atividade de serinoprotease e investigar
se 0 mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi poderia inibi-la, o BApNA, um substrato
sintético para serinoproteases, foi utilizado. A fracdo Bothrops neuwiedi apresentou
atividade amidasica sobre o BApNA, o que também ja foi descrito para outras
serinoproteases thrombin-like, como a BpirSP-39, do veneno de B. pirajai (ZAQUEO
et al,, 2014). Quando o monoclonal foi associado nas proporgdes de 1:10 e 1:20
(fracdo:mADb), ocorreu uma inibi¢do de aproximadamente 42%. Ao associar o PMSF a

BnF, foi observada uma inibicao de 96,3% da atividade amidasica. Alguns estudos que
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avaliaram a atividade amidasica de serinoproteases e sua inibigao pelo PMSF obtiveram
dados similares. MASOQOD et al. (2016), por exemplo, avaliaram a atividade amidasica
de serinoprotease dos venenos de B. brazili e B. atrox, e o PMSF inibiu 70% e 50% da
atividade, respectivamente. Em outro trabalho que a atividade amidasica de
serinoprotease thrombin-like de B. marajoensis foi avaliada, esse mesmo inibidor
neutralizou 70% da atividade (VILCA-QUISPE et al., 2010). Estes dados corroboram os
resultados obtidos no presente estudo, reafirmando que a fragdo Bothrops neuwiedi ¢é
uma serinoprotease. Em relagdo a influéncia do pH sobre a atividade amidasica, foi
observado que a BnF ¢ estavel em pH 8,2 e pH 9,0, e que houve reducdo de 90%, 46% e
18% na atividade em pH 6,0; 7,0 e 10, respectivamente.

A atividade fibrinogenolitica da BnF sobre o fibrinogénio humano foi avaliada, e
foi observado que a fracdo degradou praticamente toda subunidade Aa do fibrinogénio e
parcialmente a subunidade Bf3, assim como observado para a serinoprotease BpirSP-39,
ao degradar o fibrinogénio bovino (ZAQUEO et al., 2014). Ao associar o EDTA e
PMSF, que sdo inibidores de metaloprotease e serinoprotease, respectivamente, foi
verificado que o EDTA ndo impediu a degradagdo da banda Aa do fibrinogénio. No
entanto, foi observado que o PMSF, inibiu a degradacdo da banda Aa do fibrinogénio
pela BnF, sugerindo assim, que essa fracdo ¢ uma serinoprotease. Além disso, observou-
se que a atividade fibrinogenolitica da BnF ¢ concentragdo dependente, e que o tempo
de incubacao com o fibrinogénio deve ser de no minimo 30 minutos. Quanto a atividade
fibrinogenolitica e a estabilidade em diferentes temperaturas, a BnF demonstrou-se
estavel a -80 °C, 8 °C, 25 °C e 37 °C. Essas caracteristicas observadas em relagao a
atividade fibrinogenolitica se assemelham as caracteristicas observadas para a

serinoprotease thrombin-like, BpSP-1, de B. pauloensis, em que esta atividade foi
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concentracdo e tempo dependente, apresentou estabilidade em temperaturas inferiores a
37 °C, e também foi inibida pelo PMSF (COSTA et al., 2009).

Quando o ensaio de incoagulabilidade in vivo foi realizado, verificou-se que o
sangue dos animais que receberam 50 pg e 100 pg da fragdo Bothrops neuwiedi nao
coagulou ap6s 60 minutos da coleta. Este resultado sugere que o fibrinogénio foi
totalmente consumido apds administragdo da BnF (SANO-MARTINS et al., 1994). De
acordo com a literatura, serinoproteases com atividade semelhante a trombina
(thrombin-like) degradam o fibrinogénio em fibrinopeptideos, e apresentam
propriedades procoagulantes in vitro e anticoagulantes in vivo (CASTRO et al., 2004).
Este dado de incoagulabilidade ap6s administracdo da fracdo corrobora o resultado da
atividade coagulante in vitro da BnF, e também, os demais resultados que demonstram
que esta fragdo ¢ uma serinoprotease.

A analise protedomica revelou a prevaléncia da familia de serino proteases na
composicao da BnF, incluindo a enzima thrombin-like batroxobin (P04971) de B. atrox
(STOCKER; BARLOW, 1976). As sequéncias de aminodcidos dos peptideos gerados a
partir da digestao triptica da BnF mostraram alta similaridade/identidade com a parte N-
terminal de residuos de aminoécidos encontrados em varias serinoproteases thrombin-
like de venenos de serpentes do género Bothrops. Dentre elas, as proteinas leucurobin
(PODIS6) de B. leucurus (MAGALHAES et al., 2007), batroxobin (P04971) de B. atrox
(STOCKER; BARLOW, 1976) e bothrombin (P81661) de B. jararaca (NISHIDA et al.,
1994), que sao serinoproteases thrombin-like, que clivam a cadeia alfa do fibrinogénio.
Assim como foi observado para a fracao Bothrops neuwiedi, que degradou a banda Aa e
parcialmente a banda Bf no ensaio de atividade fibrinogenolitica. A leucurobin e a
bothrombin s3o inibidas pelos inibidores de serinoproteases, PMSF e DFP,

respectivamente (MAGALHAES et al., 2007; NISHIDA et al., 1994), da mesma forma
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que a fracdo Bothrops neuwiedi, que também foi inibida pelo PMSF. Outra
serinoprotease com similaridade relevante foi a Snake venom serinoprotease BthaTL
(Q6IWFI1) de B. alternatus, que pode atuar no sistema hemostatico. E também, a
Thrombin-like enzyme BpSP-1 (PODJF1) de B. pauloensis (COSTA et al., 2009) e
Thrombin-like enzyme barnettobin (K4LLQ2) de B. barnetti (VIVAS-RUIZ et al.,
2013). A barnettobin apresenta atividade coagulante in vitro, atividade anticoagulante in
vivo ¢ atividade amidasica, que ¢ inibida pelo PMSF (VIVAS-RUIZ et al., 2013),
mesmas caracteristicas encontradas para a fracdo Bothrops neuwiedi. A BpSP-1, por sua
vez, cliva a cadeia alfa do fibrinogénio e parcialmente a beta, além de induzir
incoagulabilidade in vivo (COSTA et al., 2009), de forma similar a fragdo estudada.
Embora familias adicionais de proteinas, como metaloproteases, tenham sido
identificado na BnF, sua atividade nao foi detectada na fragdo, mesmo utilizando
técnicas sensiveis, como o ensaio utilizando o substrato acoplado ao sistema FRET. A
presenca destas proteinas pode estar associada a uma possivel co-precipitagdo de
proteinas ndo relacionadas com o mAb, quando foi utilizada solu¢do supersaturada de
sulfato de amonio. A co-elui¢do de proteinas ndo relacionadas na cromatografia de
imunoafinidade também tem sido reconhecida, pois ¢ possivel que algumas toxinas
interajam com outras proteinas do veneno (M. BRGLES, T. KURTOVIC, L.
KOVACIC, 1. KRIZAJ, M. BARUT, M.L. BALIJA; M. MARCHETTI-
DESCHMANN, 2014) ou possam interagir diretamente com a matriz da coluna
(GOMES et al., 2007). Outras abordagens para isolar IgG, como cromatografia de
afinidade com proteina A/G ou otimizagdo da preparagao da coluna e condigdes de
eluicdo (quantidade de IgG ligada, quantidade de veneno aplicado, tampdes de eluicao,
etc.) podem favorecer um produto mais puro, mais ativo € com maior rendimento

(KRISTINE H. DURKEE, BONG H. ROH, 1993; SINTIPRUNGRAT et al., 2016). No
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entanto, considerando a complexidade molecular e a natureza das misturas de venenos,
a imunoafinidade ¢ de fato uma boa opg¢ao para isolar toxinas utilizando menos etapas e
preservando sua atividade bioldgica com maior rendimento do que outros métodos
comumente usados (THOMPSON; BURGESS, 2015). Além disso, a utilizacdo de
diferentes ensaios que indicam a atividade de SVSP thrombin-like da BnF, mostraram
colectivamente a forte presenca de serino protease nesta fragao.

O mAb desenvolvido, apresentou alta especificidade para proteinas com massa
molecular em torno de 50 kDa nos venenos de B. alternatus e B. neuwiedi,
especificamente. Este mAb ¢ capaz de neutralizar o efeito coagulante de B. neuwiedi, e
além disso, a caracteriza¢do da fragdo do veneno de B. neuwiedi ligada a este mAb,
indica que ele ¢ direcionado a serino proteases thrombin-like. Este ¢ um dos poucos
mAbs direcionados a esta familia de toxinas em venenos botrdpicos € pode ser uma
ferramenta util para melhorar a terapia antiveneno e auxiliar na caracterizagao de novos
componentes do veneno. Além disso, assim como a Batroxobina, que ¢ uma droga
desenvolvida a partir de uma serinoprotease thrombin-like de B. moojeni, e ¢ empregada
no tratamento de desordens tromboticas (SLAGBOOM et al., 2017), a fragdo Bothrops
neuwiedi, obtida por coluna de afinidade contendo o mAb anti-B. alternatus/B.
neuwiedi, pode ter uma ampla utilidade, visto que grande parte dos produtos
farmaceéuticos derivados de venenos de serpentes apresentam aplicagdes relacionadas a

hemostasia.



100

6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o mAb anti-B. alternatus/B. neuwiedi foi
eficiente em reconhecer antigenos presentes nos venenos de B. neuwiedi e B. alternatus
(imunorreatividade cruzada), bem como apresentou um potencial inibitorio significativo
da atividade enzimatica sobre o substrato sintético, BApNA, para serinoproteases e
sobre a atividade coagulante induzida pelos venenos de B. neuwiedi e B. alternatus, e
pela fragdo Bothrops neuwiedi.

O anticorpo produzido, ligado a resina, possibilitou a purificacdo por afinidade
de moléculas que causam alteracdes nos pardmetros da coagula¢do, sendo
procoagulante in vitro e anticoagulante in vivo, cujos dados indicam ser uma
serinoprotease thrombin-like. Desta maneira, tal anticorpo se mostrou excelente
ferramenta molecular na obtencdo de toxinas presentes no veneno de B. neuwiedi ¢ B.
alternatus.

Este trabalho podera contribuir para o desenvolvimento de novos antivenenos,
como alternativa terapéutica a antivenenos convencionais, € também, para o estudo de

toxinas presentes em venenos de serpentes.
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7. PERSPECTIVAS

Obter a sequéncia completa das proteinas purificadas dos venenos de B.
neuwiedi e B. alternatus, realizar estudos estruturais comparativos com outras
serinoproteases, € concomitantemente, realizar testes com substratos especificos
relacionados a cascata da coagulagao.

Avaliar o papel de glicosilagdes nas atividades das fragcdes Bothrops neuwiedi e
Bothrops alternatus sobre o BApNA.

Produzir outros anticorpos monoclonais direcionados a outras proteinas dos

venenos botropicos.
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