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RESUMO

Aranhas do género Loxosceles spp apresentam nas suas glandulas de veneno alta
expressdo de toxinas pertencentes as familias das esfingomielinases (Smases) e
metaloproteases. Proteinas com atividade hialuronidasica também estdo presentes no
veneno loxoscélico e foram implicadas no espalhamento do veneno. Diversos estudos
tém mostrado que anti-venenos contendo anticorpos dirigidos contra estas familias de
toxinas foram capazes de neutralizar in vivo e in vitro os efeitos toxicos dos venenos
loxoscélicos. Na atualidade, existe uma limitacdo na producdo de antivenenos para
fins terapéuticos, devido ao fato de que grandes quantidades de veneno bruto séo
necessdarias para a imunizacdo e testes de poténcia do antiveneno produzido e
principalmente por que estes imundgenos sdo extremamente toxicos para o animal
produtor. No presente estudo, nés construimos, purificamos e caracterizamos
imunologicamente uma proteina quimera recombinante contendo apenas epitopos de
células B, lineares e/ou conformacionais previamente mapeados nas trés principais
classes de toxinas (SmasesD, metaloproteases e hialuronidase) presentes nos
venenos das aranhas do género Loxosceles relevantes para o envenenamento
humano. A proteina produzida mostrou-se ndo téxica e induziu a producdo de
anticorpos com potencial neutralizante tanto in vivo quanto in vitro, sendo assim um
potencial candidato para a substituicdo de veneno bruto no protocolo de producao de

antivenenos.



ABSTRACT

Spiders from the genus Loxosceles spp show high expression of sphingomyelinases
(Smases) and metalloproteinase within its venom glands. Indeed, Smases can
reproduce the main symptoms of loxoscelism, whereas metalloproteinases may be
involved in hemorrhagic activity. Proteins with hyaluronidasic activity are also present
transcripts and are implied in venom spreading. Several studies have shown that
antivenoms containing antibodies directed against these proteins are capable of
neutralizing in vivo and in vitro the toxic effects of loxoscelic venoms. However,
nowadays, antivenom production for therapeutic purposes is limited, due to the fact
that great amounts of crude venom is required for immunization and potency tests and,
above all, because this immunogen is extremely toxic for the producer animal. For this
reason, there is great interest in evaluating possibilities to replace or reduce the
amount of crude venom used in antivenom production. In the present study, we have
constructed, purified and immunologically characterized a recombinant chimeric protein
containing only linear and/or conformational B cell epitopes previously mapped on the
three main classes of toxins (SmasesD, metalloproteases and hyaluronidase) present
in loxoscelic venom, relevant for human envenomation. The protein produced proved to
be non-toxic and induced the production of antibodies with neutralizing potential both in

vivo and in vitro.
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1 INTRODUCAO

1.1 ARANHAS

As aranhas séo artrépodes da classe dos aracnideos. Sua ordem Araneae € a
sétima mais numerosa em espécies de seres vivos na Terra, e um importante tdxon
para estudos da biodiversidade (Miller et al., 2015). Esses animais se diferenciaram ha
mais de 300 milhdes de anos e atualmente estdo divididos em 114 familias que
possuem 3.988 géneros, contendo aproximadamente 46.058 espécies (World Spider
Catalog 2016).

Com ampla distribuicdo pelos continentes (exceto Antartida), as aranhas
podem ser encontradas em praticamente todos os tipos de ambientes terrestres. Sao
carnivoras, se alimentando de insetos e pequenos vertebrados e por isso possuem um
importante papel no equilibrio ecoldgico (Platnick, 2013). A grande maioria das
aranhas nao é agressiva e poucas espécies representam perigo aos humanos.

O corpo das aranhas é divido em duas partes principais: o cefalotérax - com
guatro pares de patas articuladas para locomocao, um par de pedipalpos e um par de
gueliceras para captura de alimento, além de compor o sistema nervoso; e 0 abdome
gue é responsavel principalmente por digestdo, circulacdo, respiracdo, excrecao,

reproducéo e possui de duas a oito fiandeiras para producéo de teia (Foelix, 1996).

Labio

_Espiraculo
traqueal

Fiandeiras —Perna IV

Figura 1: Morfologia externa das aranhas. Representac@o esquematica das estruturas e da divisédo
corporal do animal em vista dorsal (esquerdo) e ventral (direita). (Brescovi, Bonaldo & Rheins, 2002)



A ordem das aranhas pode ser subdividida de acordo com a disposicado das
gueliceras. As Orthognatha possuem queliceras que se projetam para frente do
cefalotérax, as presas posicionam-se para baixo e sdo normalmente conhecidas como
“tarantulas”. Ja as Araneomorphae possuem queliceras que se movimentam
lateralmente, como pincas. (Kaestner, 1969). Este Gltimo grupo possui os trés géneros
de maior importancia médica no Brasil: Loxosceles (aranha marrom), Phoneutria

(armadeira) e Lactrodectus (vilva negra) (Vetter e Visscher, 1998).

A

—

e _.».-L_‘
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Figura 2: Movimento das queliceras. Em (A) a representacédo do movimento de orthognatha e em (B) o
movimento das araneomorphae. (Foelix, 1996).

ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES

Devido a sua importancia médica, as aranhas Loxosceles sao foco de estudo
deste trabalho. Elas sdo classificadas como pertencentes ao filo Artropoda, subfilo
Chelicerata, ordem Araneae, subordem Araneomorpha, familia Sicariidae, género
Loxosceles. (Platnick, 2009). Elas apresentam ampla distribuicdo mundial, sendo
encontradas na Africa, Europa, Américas e Oceania (ISBISTER e FAN, 2011).

No Brasil, ja foram encontradas 10 espécies desses aracnideos (TAMBOURGI
et al.,, 2010; PLATNICK, 2013). Destas, as que apresentam maior relevancia para a
salde publica sdo Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho, Loxosceles laeta
(HOGAN et al., 2004). Mais recentemente, pode-se observar um grande aumento no
numero de casos envolvendo também Loxosceles similis (CHATZAKI et al., 2012). O
maior nimero de casos registrado no pais se encontra na regido Sul, atingindo cerca
de 12,7/100.000 habitantes, num total de 91% de todos o0s casos registrados no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
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Figura 3: Distribuicdo mundial de espécies de Loxosceles de importancia médica. (Hogan et al.,
2004)
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Figura 4: Distribuicdo geogréfica dos casos de loxoscelismo no Brasil no ano de 2006. (Ministério
da Saude, 2006); (Wen, 2006).



As aranhas Loxosceles sdo conhecidas como aranhas marrom ou aranhas
violino, por apresentarem uma coloragdo marrom e uma mancha escura no cefalotorax
na forma deste instrumento. S&o aranhas de pequeno porte (2-3 cm de perna a perna)
e apresentam seis olhos dispostos aos pares (VETTER, 1999). Podem viver de 3 a 7
anos, sendo que atingem maturidade sexual com um ano de idade (FISCHER, 1996).
Possuem hébito noturno e no ambiente natural sdo encontradas, principalmente, em
locais secos e escuros, como troncos de arvores, embaixo de pedras e em restos
vegetais (SANDIDGE, HOPWOOD, 2005). Suas teias sao irregulares e pegajosas, em
forma de algoddo. Com habitos sedentarios, elas preferem se alimentar de animais
gue estejam presos na teia. Ndo sdo agressivas e a maioria dos acidentes ocorre
guando a aranha é pressionada contra a pele, como ao se vestir e durante o sono
(SESA, 2004; SEZERINO, 1998).

A Loxosceles intermedia

Female

Figura 5: Caracteristicas morfologicas das aranhas Loxosceles. A) Dimorfismo sexual de Loxosceles
intermedia B) Seta indica o desenho em forma de violino na face dorsal do cefalotérax. As pontas de
setas indicam os trés pares de olhos arranjados em semi-circulo. Adaptado de (Chaim, 2011)

O crescimento urbano associado a destruicdo do habitat natural faz com que as
aranhas busquem abrigo e alimento nas cidades. Com habitos alimentares
relativamente generalistas, elas alcancam uma alta capacidade de dispersdo. Além
disso, a urbanizacdo ocasiona o desaparecimento de predadores naturais de aranhas,
como anfibios, répteis e aves. Tais fatores contribuem para o crescente indice de
acidentes. Menos da metade do araneismo no Brasil tem o género causador do
envenenamento registrado. Dentre os géneros registrados, Loxosceles é o que causa

maior numero de casos de acidentes (Tabela 1).



Faixa Phoneutria Loxosceles Latrodectus

etaria n°de casos n°de casos n° de casos

<1 179 448 13
1-4 710 1.911 25
5-9 833 1.745 30

10-14 888 1.858 42

15-19 1.252 3.230 49

20-39 5.606 15.196 190

40-59 6.325 11.333 136

60-64 1.206 1.502 18

65-69 1.027 1.057 25

70-79 1.193 1.043 26
>80 305 294 6

Total 19.523 39.617 560
% (32,8%) (66,3%) (0,9%)

Tabela 1: Distribuicdo dos tipos de acidentes com tipo de aranha causadora de acordo com a faixa
etaria de 2009 a 2013 (nUmero total de casos) (Adaptado de A.M da Silva, Bernarde, and Abreu 2015)

1.2 LOXOSCELISMO

O quadro toxico causado pela picada da aranha marrom € comumente
denominado loxoscelismo e pode se apresentar em duas formas distintas: a cuténea e
a viscero-cutanea. A forma mais comum e com menor gravidade é a cutanea, onde se
observa inicialmente dor leve e eritema no local da picada. De 8 a 24 horas apés a
picada, ocorre evolucdo da lesdo para necrose e ulceracdo extensa na pele, com
areas de equimose e isquemia. De trés a sete dias apOs o acidente, a lesdo se torna
bem delimitada com a formagéo de uma escara que, ao se soltar, deixa uma Ulcera de
dificil cicatrizagdo (ISBISTER e FAN, 2011).



Figura 6: Loxoscelismo cutaneo. Evolucdo de um paciente com quadro de loxoscelismo cutaneo,
mostrando 36 horas (A), oito dias (B), e trés meses (C) apdés a picada. O paciente foi tratado com
medicamentos, soro antiveneno e foi submetido a cirurgias plasticas. (Cabrezito et al, 2009)

A forma viscero-cutdnea é caracterizada por efeitos sistémicos como febre,
calafrios, vomitos, mal estar, fraqueza, ictericia e disturbios da hemostase (FUTRELL,
1992; ISBISTER e FAN, 2011). E muito menos comum do que a forma cutanea, porém
€ mais grave e sua frequéncia varia de acordo com a espécie envolvida (MALAQUE et
al., 2002; ISBISTER e FAN, 2011). Os distarbios hemostaticos sao caracterizados por
hemdlise intravascular e coagulacédo intravascular disseminada. A insuficiéncia renal
aguda também pode acontecer nesta forma do loxoscelismo (SCHENONE et al., 1989;
HOGAN et al.,2004).

Figura 7: Loxoscelismo viscero-cutaneo. Evolu¢éo da urina de um paciente com loxoscelismo viscero-
cutaneo. (Maguifia-Vargas, 2006)



1.3 CARACTERIZAGCAO DO VENENO LOXOSCELICO

Os venenos sdo misturas complexas de moléculas capazes de interferir em
diferentes funcdes bioldgicas na presa no qual € inoculado. A analise transcriptbmica
da glandula de veneno de aranhas Loxosceles revelou um panorama geral da
composicao destes venenos especificamente.

Em 2008, Fernandes-Pedrosa e colaboradores realizaram a andlise dos
transcritos das glandulas de Loxosceles laeta. Proteinas relacionadas com as funcdes
toxicas do veneno representam 16,4% do total de transcritos analisados e a familia de
moléculas mais abundante detectada foi a das esfingomielinases D (SmasesD).
Outros transcritos desse estudo revelaram similaridade com neurotoxinas,
hialuronidases, metaloproteases, lipases, serinoproteases, lectinas do tipo C,
inibidores enzimaticos, cisteinopeptidades e outros. Além disso, 25% dos transcritos
ndo puderam ser identificados com nenhuma molécula previamente descrita,
indicando que ainda ha muito a ser estudado no que diz respeito a variedade
molecular destes venenos.

Em 2010, Gremski e colaboradores contribuiram mais para o conhecimento
dos venenos loxoscélicos, analisando o transcriptoma de L. intermedia. Ao contrario
do que foi observado para L. laeta, membros da familia das neurotoxinas com
atividade inseticida foram os transcritos mais frequentemente identificados nesse
estudo, seguidos pelas SmasesD e por metaloproteases do tipo astacina. Porém, uma
diversidade semelhante de familias de moléculas foi encontrada nos transcritos da
glandula de veneno de L. intermedia.

Devido a sua relevancia para a instalacdo do quadro de envenenamento por
Loxosceles em humanos, o grupo molecular melhor caracterizado neste veneno é o
das SmasesD (ou fosfolipases D, conforme recomendado por Lee and Lynch, 2005).
As SmasesD hidrolizam preferencialmente moléculas de esfingomielina, mas também
possuem um amplo espectro de fosfolipideos como substrato. Estas toxinas possuem
em torno de 32 kDa e apesar de ndo se saber completamente seu mecanismo de
acdo, alguns autores afirmam que a hidrdlise de lipideos pode ativar vias de
sinalizacdo que causam efeitos deletérios nos tecidos (Chaim et al., 2011). J& foi
demonstrado que elas estdo envolvidas em processos como agregacao plaquetaria,
hemodlise intravascular e dermonecrose, 0 sinal mais tipico do envenenamento por
aranhas marrom (KURPIEWSKI et al., 1981%; KURPIEWSKI et al., 1981b; FUTRELL,
1992). A injecdo de apenas um tipo de molécula desta familia é capaz de reproduzir

grande parte dos sintomas causados pelo veneno total.



As metaloproteases sdo enzimas de atividade catalitica dependente de metal
gue possuem atividade proteolitica. As metaloproteases do tipo astacinas (LALPs -
Loxosceles astacin-like proteases), com cerca de 29 kDa, sdo dependentes de zinco e
também sdo expressas abundantemente nos venenos loxoscélicos, chegando a
representar quase 10% dos transcritos identificados em L. intermedia. Além de uma
possivel funcao digestiva, a acdo dessas enzimas na degradagcdo de componentes de
matriz extracelular como entactina, gelatina (colageno desnaturado), e proteoglicano
de heparan sulfato, sugere que elas também podem atuar no espalhamento do
veneno. Além disso, ja foi demonstrado que moléculas sollveis do plasma, como
fibrinogénio e fibronectina, sdo alvos destas metaloproteases loxoscélicas. (FEITOSA
et al., 1998; GREMSKI et al., 2010; da SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA et al., 2007,
TREVISAN SILVA et al., 2010).

Enzimas de aproximadamente 43 kDa, semelhantes a hialuronidase, ja foram
identificadas também em diversas espécies loxoscélicas, como L. deserta, L. gaucho,
L. intermedia e L. laeta. Embora representem uma menor porcentagem na composicao
do veneno, a hialuronidase vem demonstrando um papel relevante no envenenamento
por aracnideos (HORTA et al.,, 2014). Essas enzimas lisam o acido hialurénico
presente na matriz extracelular de vertebrados e infere-se que possuam um papel no
aumento da difusdo do veneno e espalhamento gravitacional das lesdes (BARBARO
et al., 2005; da SILVEIRA, et al., 2007; YOUNG e PINCUS, 2001). A caracterizacédo de
uma isoforma recombinante de hialuronidase do veneno de L. intermedia foi publicada.
A pré incubacdo do veneno com esta hialuronidase recombinante resultou num
aumento do efeito dermonecrético do veneno, reforcando a idéia de que estas
enzimas atuariam como um fator de espalhamento (FERRER et al. 2013).

Além destas familias de moléculas, com notavel relevancia para o
estabelecimento do quadro de envenenamento observado em mamiferos, ainda ha
outros componentes importantes. Dentre eles, moléculas com atividade inseticida, que
atuam em canais ibnicos de insetos com grande especificidade (MATSUBARA et al.
2013). Esta familia de toxinas, também conhecida como knottinas, é composta por
pequenas moléculas proteicas (3-10 kDa), com um alto contetdo de pontes dissulfeto,
formando um arcabougo compacto (GRACY AND CHICHE 2011). Duas proteases que
clivam ligacOes peptidicas foram identificadas no veneno das aranhas marrom, em
baixas quantidades. Por possuirem um residuo de serina no sitio catalitico, elas foram
chamadas de serinoproteases. E muito provavel que essas serinoproteases atuem
complementando a atividade de outras proteases, como as metaloproteases. Alguns
autores afirmam também que elas podem interagir com proteases que séo liberadas
pelo préprio tecido lesionado do corpo da presa (VEIGA et al. 2000).



H& uma notéavel diversidade molecular no arsenal de toxinas presentes no
veneno de aranhas Loxosceles, porém, grande parte ainda ndo € bem conhecida.
Esse conhecimento limitado €, em grande parte, devido a dificuldade em se obter
guantidades de veneno suficiente para estudos detalhados, uma vez que as aranhas
produzem apenas poucos microgramas de veneno (LUCAS, 1988; VAN MEETEREN
et al., 2004; PAULI et al., 2009). Novas estratégias protedmicas de alta resolucdo tém
auxiliado e podem ser fundamentais para se desvendar a complexidade dos venenos

loxoscélicos.

1.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Geralmente a picada de aranhas Loxosceles é indolor, o que faz com que o
paciente s6 procure atendimento médico horas apés o acidente, quando a situacédo ja
se agravou (FUTRELL, 1992). O diagnodstico de loxoscelismo é portanto dificil, e, além
disso, a presenca de les6es na pele ndo é um sintoma especifico e pode ser
caracteristica de varias outras desordens que nao a picada de aranhas do género
Loxosceles (VETTER e SWANSON, 2007). Sendo assim, o ideal seria que o paciente
levasse a aranha responsavel pela picada para correta identificacdo, porém isso
raramente ocorre. Os sinais e sintomas, os dados epidemiolégicos e histéricos séo,
portanto, a base para o diagndstico do loxoscelismo (MALAQUE et al., 2002).

Alguns pesquisadores vém estudando e desenvolvendo métodos para o
diagndéstico mais preciso do loxoscelismo. Imunoensaios para a deteccdo (GOMEZ et
al, 2002), identificacéo e quantificacdo do veneno em bidpsia da lesdo dermonecrotica
(CARDOSO, et al., 1990), em soros dos paciente (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998)
e em pelos dos pacientes presentes na lesdo (MILLER et al., 2000) ja foram testados.
Porém, nenhum destes testes esta disponivel para uso, pois hecessitam de uma maior
correlacdo clinica e uma anélise estatistica mais elaborada (DA SILVA et al., 2004).

Uma variedade de tratamentos para casos de envenenamento por aranhas
Loxosceles tem sido descritos na literatura. As terapias mais utilizadas sdo o uso de
antissépticos, antibiéticos, anti-histaminicos, analgésicos, anti-inflamatérios esteroides,
oxigenagdo hiperbarica, dapsona, procedimentos ciriurgicos e a administracdo de
antivenenos (DA SILVA et al., 2004; ISBISTER e FAN, 2011). Entretanto, ha poucos
ensaios clinicos que comprovam a eficacia de qualquer um desses tratamentos, sendo
gue a maioria deles depende do tempo decorrido do acidente até se procurar ajuda
médica (ISBISTER e FAN, 2011).



De acordo com o Ministério da Saude (2001), o uso de antivenenos no Brasil é
indicado conforme a gravidade do caso. Recomenda-se seu uso quando héa
identificacdo de hemdlise no quadro viscero-cutaneo ou quando a forma cuténea é
identificada nas primeiras 72 horas. O consenso € que no paciente grave deve-se
administrar 10 ampolas, no moderado 5 ampolas e no leve ndo se deve administrar o
soro. O uso de antissépticos e permanganato de potassio pode ajudar na prevencao
de infecgdes secundarias e na cicatrizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Tabela 2: Tratamento do loxoscelismo preconizado pelo Ministério da sadde (Ministério da Saude,
2013)

N° de

Acidente Soro Gravidade ampolas

Leve: aranha identificada, lesdo incaracteristica,

auséncia de comprometimento sistémico

:\Sltll.l:’)))(()o(s:‘ehco Moderada: independentemente da identificacao do agente,

Loxoscelismo lesdo sugestiva ou caracteristica, manifestacoes sistémicas 5=

antiaracnidico . B . s
(SAA) inespecificas (exantema, febre), auséncia de hemolise

Grave: lesao caracteristica, manifestacoes clinicas

S 2% SR 10*
e/ou evidéncias laboratoriais de hemolise intravascular

*Recomenda-se a associacao com prednisona (adultos: 40mg/dia; criancas: Tmg/kg/dia) durante 5 dias.

No Brasil, os antivenenos disponiveis sdo aqueles que usam anticorpos
isolados de soro de cavalos hiperimunizados com o veneno correlato. Esses soros
comerciais antiaracnidico ou antiloxoscélico sdo produzidos respectivamente pelo
Instituto Butantan e pelo CPPI (Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobioldgicos do
Estado do Parand). O antiveneno produzido pelo Butantan é um soro anti-aracnidico,
produzido a partir da mistura dos venenos das aranhas Loxosceles gaucho e
Phoneutria nigriventer e dos escorpido Tityus serrulatus. Ja o antiveneno do CPPI é
antiloxoscélico, contendo anticorpos contra o0 veneno de Loxosceles gaucho,
Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta (HOGAN et al., 2004).

A producéo de antivenenos é realizada através da inoculagdo em cavalos dos
venenos totais. Porém, como 0s venenos Sao uma mistura complexa de antigenos,
nem todos esses s@o importantes para a producéo de anticorpos neutralizantes. Além
disso, nem sempre as proteinas mais toxicas sdo as mais imunogénicas, 0 que levaria
a producéo de um antiveneno com uma capacidade menor de neutralizar os efeitos
toxicos do veneno. Ainda, cada ciclo de imunizagdo leva a uma resposta diferente,
nem sempre gerando um antiveneno com caracteristicas uniformes e com a poténcia
necessaria para ser usado como imunobiolégico (MARIA et al., 2005).

Desta forma, a producdo do antiveneno é um dos maiores problemas

relacionados ao tratamento do loxoscelismo. A quantidade de veneno necesséria para
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a imunizacdo em cavalos € grande e a quantidade fornecida por aranha a cada
extracdo é muito pequena. Para a producédo do soro, cada animal recebe de 5 a 10
aplicacdes com 5 mg de veneno. A forma mais utilizada de extragdo de veneno de
aranhas marrom € o eletro choque e cada aranha libera cerca de 50 ug de veneno por
extracdo. Sendo assim, para apenas um ciclo completo de imunizagdo em um Unico
cavalo sdo necessérias cerca de 1000 extracbes de veneno. Com isso, esse processo
€ considerado trabalhoso e perigoso, exigindo a manutencdo das aranhas e de
profissionais treinados. Depois do periodo de imunizagcdo, um total de
aproximadamente 16 litros de sangue é retirado de cada cavalo, obtém-se o plasma, e
as hemécias sédo devolvidas a seu sistema circulatério. Cerca de oito meses s&o
gastos desde a extracdo do veneno até a producdo do plasma. Além disso, o cavalo
produtor do soro sofre os efeitos causados pelo envenenamento, apresentando uma
saude debilitada e uma expectativa de vida bastante reduzida.

A eficacia do tratamento com o antiveneno esta relacionada com o tempo entre
a picada e sua administracdo, a poténcia do antiveneno, a via em que ele é
administrado, a dose e sua farmacocinética (GOMEZ & MILLER, 1999; GUILHERME
et al, 2001; PAULI et al., 2009; VAZQUEZ, 2010). Outro ponto importante para a
eficacia do tratamento é o desenvolvimento de reacBes anafildticas devido a
administracdo de proteinas heterdlogas presentes nos soros de cavalo. De uma
maneira geral, essas reac¢des ocorrem em ate 31,8% dos pacientes que recebem a
soroterapia com o0s antivenenos produzido pelo Butantan, um percentual
consideravelmente alto (PINHATI et al., 1999; MALAQUE et al., 2011).

1.5 METODOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA A PRODUCAO DE
ANTIVENENOS

Diante de todos esses problemas relacionados a producéo e administracéo do
soro, verificou-se a necessidade de aprimorar ou substituir as técnicas utilizadas na
imunizacdo. Diversos soros anti-loxoscélicos com capacidade neutralizante ja foram
produzidos usando diferentes isoformas de esfingomielinases D. Araujo e
colaboradores (2003) produziram um soro a partir da imunizagdo com uma proteina
recombinante de SMase D que foi capaz de neutralizar as atividade dermonecrética e
letal em coelhos e camundongos (ARAUJO et al., 2003). De Almeida e colaboradores
(2008) também produziram um soro anti-loxoscélico neutralizante através da

imunizagdo de cavalos com uma mistura de trés isoformas de SMase D

11



recombinantes. Esse soro teve uma capacidade neutralizante semelhante, ou melhor,
quando comparado ao soro anti-aracnidico (DE ALMEIDA et al., 2008).

Robert Bruce Merrifield ganhou o prémio Nobel em 1984 pelo trabalho de
sintese quimica de peptideos em fase soélida que realizou em 1969. Em 1999, Reineke
e colaboradores fizeram uma adaptacdo e criaram a técnica de Spot-Sintese, que
sintetizava peptideos que poderiam ser utilizados para mapear uma proteina e verificar
gquais de suas regides seriam reativas a um anticorpo. Em 2002, Ronald Frank
adaptou esta sintese para uma membrana de nitrocelulose, que servia de matriz aos
peptideos. Por este método, € possivel testar quais peptideos sdo reativos a um
determinado anticorpo, e assim trabalhar com as regides mais importantes de uma
proteina para reconhecimento e até neutralizacdo, no caso de toxinas.

O nosso grupo vem avaliando o uso de peptideos selecionados através de
mapeamentos utilizando o método de SPOT para imunizagcdo de animais e protecao
contra os efeitos téxicos gerados pelo veneno de aranhas Loxosceles. Felicori e
colaboradores (2009) mapearam pela técnica de SPOT seis regiées antigénicas de
uma isoforma de SMase D de L. intermedia (rLiD1), previamente produzida pelo nosso
grupo na sua forma recombinante. Esta proteina apresentou efeitos biol6gicos
similares aos causados pela proteina na sua forma nativa. Um peptideo cépia de uma
destas regides mapeadas foi capaz de gerar anticorpos protetores da atividade
dermonecroética, hemorragica e do edema provocado pela SMase D. A protecdo
conferida pelos peptideos foi menor que a obtida pela imunizacdo com a proteina, mas
€ possivel que uma melhor neutralizacdo seja alcancada com um aprimoramento
deste peptideo ou mesmo com a sele¢cdo de novos peptideos imunogénicos para
obtencdo de uma mistura para imunizacao (FELICORI et al., 2009).

Em outro estudo, rLiD1 foi utilizada como imundgeno para obter anticorpos
anti-rLiD1 em camundongos BALB/c e que apresentaram atividade neutralizante dos
efeitos letais do veneno de L. intermedia. O epitopo associado a estes anticorpos foi
investigado através da técnica de SPOT. Uma regido antigénica foi encontrada na
porcdo N-terminal na toxina, correspondente a uma regido da proteina conhecida por
estar envolvida no sitio ativo (FELICORI et al., 2006). Uma réplica sintética deste
epitopo de 27 residuos de aminoacidos foi posteriormente produzida e utilizada como
imunégeno em camundongos e coelhos, com o intuito de acessar as propriedades
neutralizantes dos anticorpos anti-peptideos contra os efeitos téxicos e letais de rLiD1
e do veneno. O processo de imunizacdo induziu anticorpos que protegeram
camundongos contra uma dose letal do veneno de L. intermedia e coelhos contra os

efeitos dermonecraéticos de rLiD1.
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Previamente, nosso grupo produziu um anticorpo monoclonal, LimAb7, capaz
de neutralizar a atividade dermonecrética do veneno total de L. intermedia
(ALVARENGA et al.,, 2003). Ao se investigar as propriedades deste anticorpo
monoclonal, foi observado que ele reconhece diversas isoformas na fracdo
dermonecrética do veneno, incluindo LiD1. A identificacdo do epitopo deste anticorpo
neutralizante pode ajudar no desenho de imundgenos para producdo de um soro
terapéutico e também em abordagens vacinais. Através da técnica de SPOT néo foi
possivel mapear o epitopo de LimAb7, porém ensaios de Phage Display levaram a
identificacdo de a quatro sequéncias de peptideos que mimetizavam o epitopo de
LimAb7 mas que, entretanto, ndo tinham nenhuma similaridade com a sequéncia de
LiD1. Estes mimotopos e um modelo tridimensional de LiD1 foram usados para
predizer a suposta regido do epitopo reconhecida pelo LimAb7. O mimotopo que foi
capaz de interagir com LimAb7 (NCNKNDHLFACW) por SPOT e seu analogo
(NSNKNDHLFASW) foram usados como imunégeno em coelhos. Os anticorpos
resultantes foram capazes de neutralizar alguns dos efeitos bioldgicos induzidos pelo
veneno total de L. intermedia, demonstrando protec¢éo induzida por mimotopo contra o

veneno de L. intermedia.

1.6 PROTEINAS QUIMERICAS NA PRODUCAO DE SORO ANTI LOXOSCELICO

Epitopos lineares e conformacionais mapeados a partir da proteina
dermonecrdtica recombinante (rLiD1) do veneno de Loxosceles intermedia, estudada
pelo nosso grupo, se mostraram capazes de induzir a producdo de anticorpos que
neutralizassem de forma eficiente os efeitos tdéxicos do veneno loxoscélico (FELICORI
et al.,, 2006 e 2009; DIAS-LOPES et al., 2010; DE MOURA et al., 2011). Esses
resultados previamente obtidos sugeriram que esses imundgenos sintéticos e nao
toxicos poderiam ser usados na producdo de soro terapéutico ou em vacinagdo (DE
MOURA et al., 2011).

Apesar do sucesso inicial dessas estratégias descritas, 0s resultados poderiam
ser melhorados, apresentando ao sistema imune de animais uma formulagéo contendo
multiepitopos ja previamente validados na forma de proteinas quiméricas, produzidas
na forma sintética ou recombinante. Assim, Mendes e colaboradores em 2013
construiram por biologia molecular e expressaram uma proteina quimérica contendo
trés epitopos provenientes da sequéncia de LiD1. A proteina gerada se mostrou
atoxica e reativa com soros direcionados contra cada um dos epitopos contidos na

guimera por ELISA e imunoblotting. Esta quimera foi utilizada para imunizar coelhos e
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foi capaz de gerar resposta humoral. Os anticorpos gerados foram capazes de
reconhecer individualmente cada um dos epitopos que compdem a quimera. Pre-
incubacéo de rLiD1 com anticorpos anti-quimera foi capaz de neutralizar as atividades
dermonecréticas e hemorragicas da proteina de maneira similar a neutralizagéo
exercida por anticorpos desenvolvidos contra a proteina total.

Dado o sucesso dessa estratégia, esta mesma proteina quimérica, contendo
trés epitopos de rLiD1, foi utilizada por Figueiredo e colaboradores em 2014 em
estratégias de imunizacdo de cavalos, utilizando-a sozinha ou em combinagdo com
doses iniciais de veneno bruto. Tais estratégias foram comparadas com a metodologia
tradicional de preparacdo de antiveneno, que utiliza uma mistura de venenos brutos de
L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. A metodologia que utilizou doses iniciais de
veneno, seguida por imunizagbes com a quimera, gerou anticorpos com a mesma
reatividade detectada por ELISA do antiveneno tradicional. Estudos in vivo
demonstraram que este soro (produzido pela estratégia combinada de doses iniciais
de veneno + quimera) foi capaz de neutralizar a atividade demonecrética dos venenos
loxoscélicos e alguns individuos imunizados geraram soros com poténcia que atende
aos critérios de producdo de imunobiol6gicos para uso terapéutico. Esses resultados
foram bastante animadores, uma vez que se reduziu em 67% a quantidade de veneno
bruto necesséria para a producéo de soros.

Tendo em vista os bons resultados do uso de proteinas quiméricas para a
producao de soros capazes de neutralizar venenos loxoscélicos, este trabalho objetiva
um aprimoramento desta abordagem. Foi proposto a inclusdo de epitopos de outras
toxinas na quimera, pertencentes a diferentes classes moleculares, visando melhor
mimetizar 0s venenos inteiros loxoscélicos, aumentando o potencial neutralizante dos

anticorpos gerados contra ela.
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2 OBJETIVO

21 GERAL

Produzir e caracterizar uma proteina quimérica multiepitopica contendo peptideos das

proteinas Esfingomielinase-D, Metaloprotease e Hialuronidase, principais toxinas de

aranhas do género Loxosceles e avaliar o potencial desta proteina quimérica para a

producdo de um soro neutralizante do veneno de aranhas do género Loxosceles.

2.2 ESPECIFICOS

= Selecionar epitopos das principais classes de toxinas do veneno de

Loxosceles, através da técnica de SPOT e de dados previamente publicados

na literatura.

= Desenhar uma proteina recombinante que contenha os epitopos selecionados.

= [Expressar e caracterizar imunoquimicamente a proteina recombinante

produzida.

= Gerar anticorpos especificos contra a proteina recombinante, imunizando

animais experimentais.

= Verificar o potencial neutralizante dos anticorpos desenvolvido em modelos in

vitro e in vivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT

3.1.1 Sintese de peptideos na membrana de celulose pelo método de SPOT

Pentadecapeptideos sobrepostos por trés residuos cobrindo toda a sequéncia
da hialuronidase de L.intermedia (HYAL_LOXIN, cédigo R4J7Z9) e da metaloprotease
do tipo astacina também de L.intermedia (VMPA_LOXIN, codigo AOFKN6) foram
sintetizados utilizando o aparelho de sintese automatica ResPep SL (IntavisAG,
Bioanalytical Instruments, Alemanha) seguindo o protocolo descrito por Laune et al.,
2002. O rob6 é programado para a deposicdo de um volume de 0,6 ul de cada
aminoacido, permitindo obter aproximadamente 50 nanomoles de peptideo por ponto
na membrana.

Inicialmente, a membrana de celulose foi transformada de modo a disponibilizar
grupamentos amino para o acoplamento de aminoacidos, através da esterificacéo de
uma Fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC)-BAla-OH as func¢bes hidroxila disponiveis na
celulose. Além de tornar o suporte funcional, a adicdo de um grupamento entre o
suporte e o peptideo tem como objetivo afastar o peptideo do suporte para garantir
sua maior mobilidade e a manutencao da sua conformacao.

A sintese dos peptideos inicia-se sempre pelo C-terminal do ultimo aminoacido
das sequéncias estabelecidas para cada ponto. O grupamento protetor FMOC, que se
encontra acoplado a fungdo amina da PAla-OH, foi retirado pela adicdo de piperidina
20% em dimetilformamida (DMF). O grupo amino fica entdo disponivel para reacao
com o primeiro aminoacido da sequéncia desejada a ser acoplado. Para a sintese dos
peptideos, foram utilizados aminoacidos contendo sua fun¢do amina protegida por um
grupamento FMOC e com as diferentes cadeias laterais de cada aminoacido também
bloqueadas devidamente por grupamentos quimicos adequados. Ao serem acoplados,
0s aminoacidos tiveram sua funcdo carboxila previamente ativada por DIPC/HOBT
(diisopropilcarbodiimida / hidroxibenzotriazol). Estes ativadores propiciam um
rendimento de ligacdo variando de 74-87% por ciclo. Os aminoacidos ativados foram
entdo depositados em seus pontos especificos sobre a membrana. Para cada
aminodcido, foram realizados dois ciclos de acoplamento.

Em um préximo ciclo, o grupo protetor FMOC do aminoacido recém-acoplado
foi eliminado em meio basico pela piperidina a 20%. A membrana foi lavada com

metanol e, ap6s secagem desta, iniciado um novo ciclo de acoplamento com o

16


http://www.uniprot.org/uniprot/A0FKN6

segundo aminoécido. Os ciclos se sucederam desta forma até completar a sequéncia
do peptideo desejado.

Ao final da sintese, os grupos laterais protetores dos aminoacidos foram
retirados pelo tratamento da membrana com acido trifluoracético (TFA) associado a

diclorometano e trietilsilano.

3.1.2 Imunoensaios

Para a avaliacdo da reatividade de anticorpos frente a membrana de SPOT,
soros anti-hialuronidase e anti-metaloprotease de L.intermedia, gentiimente cedidos
pelo Prof. Silvio Sanchez Veiga, da UFPR foram utilizados. A imunodetecgéo consiste
de duas etapas: a deteccdo na membrana e sua regeneracdo. A metodologia
empregada foi proposta por Laune, (2002) com algumas modifica¢des.

As membranas de SPOT foram lavadas em solugéo fosfato salina (PBS) ph 7,4
e depois bloqueadas com PBS 3% BSA e 0,1% de Tween overnight. Posteriormente, a
membrana foi novamente lavada e incubada com o soro de interesse por 120 minutos

A ligacdo de anticorpos foi detectada pelo uso de anticorpos anti-coelho
secundarios ligados a fosfatase (Diluicdo 1:2.000/SIGMA), incubados com a
membrana apos trés lavagens de 10 minutos em PBS e tween 0,1%. As regides
reativas da membrana foram visualizadas ap6s a adicdo do substrato BCIP-MTT em
0,4% de MgCl, em tampéao citrato salina (CBS) ph 7.0, que forma precipitados
azulados sobre os spots contendo peptideos reconhecidos por anticorpos dos soros
testados. A solucdo permaneceu em contato com a membrana por 30 minutos, sob
agitacdo. As membranas foram escaneadas para posterior andlise utilizando o

software ImageJ.

3.1.3 Regeneracgéo

Para reutilizagbes posteriores, a membrana foi submetida a um tratamento de
regeneragdo, metanol para remover os complexos moleculares precipitadas sobre os
peptideos. O tratamento é feito por sucessivas lavagens de 10 minutos, trés vezes
com dimetilformamida (DMF), trés vezes com reagente A (uréia 8M, 1% de SDS, 0.1%
de 2-mercaptoetanol), trés vezes com reagente B (etanol/agua/acido acético nas
propor¢des 50:40:10 vol/vol/vol), e uma ultima lavagem com metanol ou etanol, para

secagem da membrana.
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3.2 PRODUGAO DA PROTEINA QUIMERA

3.2.1 Construcéo

A proteina quimera foi construida acrescentando-se 0S novos epitopos
selecionados por SPOT para a LALP-1 e hialuronidase de L.intermedia (LIHYAL) a
proteina rCpLi previamente produzida por (MENDES et al., 2013), que contem trés
epitopos neutralizantes da rLiD1 (KALAPOTHAKIS et al.,, 2002): dois epitopos
continuos NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP (peptideo 27) (DIAS-LOPES et al.,
2010) e SKKYENFNDFLKGLR (peptideo 15) (FELICORI et al., 2009) e um epitopo
conformacional NCNKNDHLFACW (peptideo 12) (DE MOURA et al., 2011). Além
disso, um epitopo proveniente da proteina Smase 1 de Loxosceles laeta,
(DFSGPYLPSLPTLDA), foi mapeado em trabalho realizado por Ramada et al. 2013
como sendo um importante marcador de poténcia de soros anti-loxoscélicos. Além
disso, a regido deste peptideo é altamente conservada para a espécie L.laeta, e
corresponde a um loop variavel cuja sequencia difere daquelas das demais espécies.

O DNA foi sintetizado com a sequéncia de nucleotideos dos epitopos usando
dois cédons de glicina como espacadores entre cada sequéncia de epitopos. Nas
extremidades 5 e 3’ do DNA sintético foram adicionados sitios para enzimas de
restricdo Ncol e Xhol, respectivamente, para permitir subsequente clonagem. O DNA
referente aos novos epitopos selecionados teve sua sequéncia otimizada foi
sintetizado pela empresa GenScript e inserido pela mesma empresa no vetor de
expressao pET 26b jA contendo a sequéncia da rCpLi anteriormente produzida. O
plasmideo foi sequenciado para confirmacdo da insercdo correta. A nova proteina

recombinante produzida foi denominada rMEPLoOX.

3.2.2 Transformacao

As sequéncias foram confirmadas por sequenciamento de Sanger, realizado no
sequenciador ABI3130 Applied Biosystems, utilizando-se eletroforese capilar com
polimero POP7 e o terminador fluorescente BigDye v3.1. Para a transformacéo foram
utilizadas bactérias Escherichia coli BL21 (genétipo: lambda DE3 lysogen, F', ompT, rg’
, mg’). Para 50 pL de bactérias, foi adicionado 1 pL da reacao de ligacédo do vetor pET-
26b contendo a sequéncia codificante para a proteina quimera recombinante. As
misturas resultantes foram gentilmente homogeneizadas e mantidas em gelo por 5

minutos. Em seguida, a mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacdo e
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submetida a uma descarga elétrica em eletroporador. Apds o eletrochoque, a mistura
é transferida para um tubo contendo 700 pL de meio 2xYT e estes sdo mantidos a 37
°C por 1 hora em estufa de cultura ORION® 502 (FANEM). Aliquotas de 100 pL e 300
pL de cultura foram entdo plaqueadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio
seletivo Luria-Bertani sélido (LB; 15 g de extrato de levedura, 10 g de bacto-triptona,
10 g de NaCl e 15 g de agar por litro de solugdo a pH 7,5) suplementado com o
antibiético de selecdo canamicina a 50 mg mL™. As placas foram incubadas overnight
a 37 °C.

3.2.3 PCR de colbnia

Ap0Os o periodo de incubacao, algumas coldnias resistentes foram selecionadas
e uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com o objetivo de confirmar a
presenca do inserto de interesse no plasmideo bacteriano. Os clones selecionados
foram isolados direto da placa (utilizando-se uma ponteira estéril) e inoculados em
tubos contendo a mistura da PCR. A amplificacdo foi realizada utilizando os
iniciadores foward (5'- ATG GGG AAT CTG GGC G- 3') e reverse (5'- CAC ATT GAC
ATA CGG ACG).
Cada reacao continha 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de cada iniciador, 1 U de
Tag DNA polimerase (Phoneutria) em tampéo de reacao IB em um volume final de 10
pL. Foi também realizado um controle negativo (sem adicdo de DNA). As reacbes
foram realizadas em termociclador PT-100 utilizando o programa:
— primeira desnaturacéo a 95 °C por 5 minutos e 30 ciclos de:
o desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto;
o anelamento dos iniciadores a 55 °C por 1 minuto;
o extensdo a 72 °C por 1 minuto;
— extensdo final a 72 °C por 10 minutos.
Apoés a PCR, os produtos foram avaliados através de eletroforese em gel de
agarose 1 % em tampdo TAE corado com brometo de etidio e o tamanho dos

fragmentos gerados foi analisado por comparagdo com padréo de peso molecular.

3.2.4 EXxpresséo

Duas colbnias positivas foram selecionadas para um teste de expressao em
pequena escala, realizado para verificar a adequada expressdo da proteina

recombinante rMEPLox. Apés o teste, a colbnia que apresentou a melhor eficiéncia foi
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utilizada para a expressédo da proteina em larga escala. Para isso, uma pré-cultura foi
produzida com a inoculagdo do clone selecionado, retirado diretamente da placa de
cultura, em 10 mL de meio 2xYT suplementado com 50 ug mL™ de canamicina. A pré-
cultura foi crescida por 16 horas a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm e entdo inoculada
em 1 L de meio 2xYT suplementado com canamicina. A cultura foi incubada a 37 °C
sob agitacao de 180 rpm com boa aeracdo e o crescimento das células foi controlado
até uma DO600 de 0,4 nm. Neste momento, uma aliquota de 1 mL da cultura foi
coletada para posterior verificacdo da expressao. A expressao foi entdo induzida com
o acréscimo de IPTG em uma concentracdo final de 0,6 mM e prosseguida por 4
horas. ApOs este periodo, uma nova aliquota foi retirada. Essas aliquotas s&o
utilizadas para analise da expressao em gel SDS-PAGE. Ap6s o término do periodo de
expressao, as células foram coletadas por centrifugacdo em centrifuga HERAEUS
Multifuge X 3R (Thermo Scientific) a 4000 g, a 4 °C por 20 minutos e o sobrenadante
foi descartado. O pellet obtido foi guardado em freezer -80 °C até a confirmacéo do
resultado positivo da expressao.

As aliquotas para analise foram centrifugadas por 10 minutos a 10000 g e as
células foram ressuspendidas em tampao de amostra 2x (Tris HCI 100 mM pH 6,8,
SDS 4 %, azul de bromofenol 0,2 %, glicerol 20 %) e entdo submetidas a eletroforese
em SDS-PAGE 15 % em tampao Tris-glicina (25 mM TrisHCI pH 8,3, 250 mM glicina,
0,1 % SDS) a 200 V por 50 minutos. O gel foi corado por Coomassie Blue (0,25 %
Coomassie blue R 250, 50 % metanol, 10 % &cido acético) em temperatura ambiente e
lavado varias vezes com solucdo descorante (50 % metanol, 10 % acido acético). As
massas moleculares das proteinas de fusdo foram confirmadas por comparagdo com

padrbes de peso molecular de proteinas (LMW — SDS Marker Kit - GE Healthcare).

3.2.5 Lise bacteriana

As células foram ressuspendidas em 20 mL de tampao de coluna (50 mM Tris;
500 mM NaCl; 20 mM imidazol; 5 mM MgSO,; pH 7,4) e receberam a adicdo de
lisozima na concentracéo final de 100 pyg mL™. Em seguida o extrato foi submetido a 3
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37 °C em banho.
ApoOs isto, as bactérias foram sonicadas com 3 pulsos de 15 segundos cada, com
poténcia de 30 % em sonicador (Fischer Scientific) para a liberacao total das proteinas
citoplasmaticas. A suspensao foi entdo centrifugada a 9000 g, 4 °C por 30 minutos.
Uma analise em gel SDS-PAGE 15% foi feita para verificar se a proteina expressa se

encontrava na porgao soltvel ou na porcao insoluvel do extrato.

20



3.2.6 Purificacdo

O pellet do extrato foi ressuspendido em tampéo de ligagdo (8 M uréia; 50 mM
Tris; 500 mM NaCl; 20 mM imidazol; 5 mM MgSO4; pH 7,4) adicionado de solucdo de
PMSF 10 mM. As purificac6es foram feitas em AKTAprime plus (GE Healthcare) e as
fracBes purificadas foram analisadas por SDS-PAGE 15 %. A purificacdo da proteina
recombinante rMEPLox foi feita por cromatografia de afinidade utilizando coluna
HisTrapTM HP 1 mL (GE Healthcare). Apos a passagem de todo o extrato na coluna,
0 mesmo tampao de coluna utilizado na etapa de lise é lentamente introduzido no
sistema, retirando assim a uréia de toda a amostra antes da eluicdo. O tampao de
eluicdo (20 mM fosfato de sédio; 500 mM NaCl; 500 mM imidazol; pH 7,4) foi aplicado

na coluna para obtencéo da proteina rMEPLOX.

3.2.7 Didlise e liofilizacdo

Para retirar o excesso de sais e de imidazol da proteina purificada, a solucéo
resultante da purificacdo foi submetida a dialise com membrana de poro de 1000
daltons, contra 15 mM PBS. Em seguida, para uma maior concentracdo, a amostra foi

liofilizada.

3.2.8 Quantificacdo

A proteina liofilizada foi reconstituida em solugdo salina 0,9%. A quantificacao
da proteina foi realizada baseada no método de Lowry, descrito por Oliver H. Lowry
em 1951, utilizando uma curva padrao de BSA. As solu¢des do kit DC Protein Assay-
BIORAD foram utilizadas e o ensaio foi feito em microplaca, em duplicatas. Alguns
pocos sO receberam as solu¢gdes e nenhuma proteina, funcionando assim como
branco para controle do ensaio. As absorbancias das reagfes foram mensuradas em
leitor de ELISA com filtro 655nm e os valores do branco foram descontados dos

resultantes. Uma curva foi calculada a partir das concentra¢des do padrdo de BSA.
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3.3 CARACTERIZAGAO ANTIGENICA DA PROTEINA QUIMERA

A reatividade antigénica cruzada rMEPLox a diferentes anticorpos foi
determinada pela técnica de ELISA e Western Blot. No ELISA, microplacas Corning de
96 pocos (Becton Dickinson, Franca) foram sensibilizadas overnight a 4 °C com 100
ML de uma solugdo a 1ug/mL de rMEPLox em tampdao bicarbonato de sddio 20 mM,
pH 9,6. O ensaio foi realizado de acordo com o descrito por CHAVEZ-OLORTEGUI et
al. (1991). Os valores de absorbéancia foram determinados a 490 nm em
espectrofotdmetro Biorad 680. Todas as medidas foram feitas em replicatas e os
resultados expressos como a média dos valores.

Para o Western Blot, amostras de rMEPLox foram solubilizadas em tampéo de
amostra com reducdo e aplicadas em um gel de eletroforese (SDS-PAGE) 15%, de
acordo com LAEMMLI (1970). Apbs a eletroforese, os géis foram transferidos para
membranas de nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979). Posteriormente, a membrana foi
bloqueada durante 1 hora com PBS 0,3% (v/iv) de Tween 20. Em seguida, as
membranas foram incubadas durante 1 hora e meia com 0s anticorpos a serem
analizados, diluidos em PBS contendo 0,05% (v/v) de Tween 20. A membrana de
nitrocelulose foi entdo lavada e incubada por 1 hora com anticorpo marcado com
peroxidase diluido 1:1000 em PBS —Tween 0,05%. Apods trés lavagens de 5 minutos
com PBS-Tween 0,05% as membranas foram reveladas através da adicdo do

substrato para peroxidase (Diaminobenzidina/Cloronaftol).

3.4 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-rMEPLoXx

3.4.1 Animais

Foram utilizadas Coelhas fémeas da ragca New Zealand, na média de 2 kg de
peso vivo. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo, ICB-UFMG (Belo

Horizonte, MG), e receberam agua e alimentos sob condi¢cbes ambientais controladas.
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3.4.2 Imunizacao de coelhos

Para geracdo de anticorpos anti-rMEPLox em coelhos, foram montados trés
grupos, de dois animais cada, compostos por fémeas da raca New Zealand com 8
semanas de idade e aproximadamente 2 kg. A proteina emulsificada em adjuvante
Montanide foi injetada em um dos grupos. ApGs a coleta de soro pré-imune, cada
animal recebeu uma dose subcutanea inicial de 50 ug de rMEPLox (1° dia). Coelhos
do grupo controle negativo receberdo apenas adjuvante e um grupo recebera uma
mistura equivalente dos venenos de L. gaucho, L. intermedia e L. laeta (10 ug de
cada), atuando como controle positivo. Trés reforcos similares ao inicial foram
injetados nos coelhos nos 15 © e 30° e 45° dias. Uma semana ap0s a Ultima injecéo, os
animais foram sangrados e as amostras de sangue colhidas para utilizacdo do soro. A
fim de estudar a estabilidade da resposta imune, novas amostras de sangue foram
colhidas apoés trés meses do ultimo reforgo. Apds esta coleta, mais trés doses foram

dadas em nos 15°, 30° e 45° dias e novamente amostras de sangue foram colhidas.

3.4.3 Purificacao de IgG

Os soros coletados dos coelhos apds a Ultima imunizacdo com proteina
guimérica foram precipitados em sulfato de aménio. Foi adicionado gota-a-gota, 1 mL
de sulfato de amodnio supersaturado em 1 mL de amostra de soro, sob agitacdo e
temperatura de 4°C. As solugBes permaneceram sob agitacdo a 4°C overnight. Apos
este periodo, as amostras sdo centrifugadas a 5000 RPM, a 4°C, por 30 minutos. O
precipitado foi ressuspendido em PBS e as amostras dialisadas por 3 dias em PBS
diluido dez vezes. Para um maior grau de pureza, as amostras foram purificadas com
beads magnéticas de proteina A (IgG Magnetic Putification Kit — Lab ona bead),

seguindo o manual do fabricante.

3.5 CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS ANTI-rMEPLox

Os anticorpos produzidos contra a quimera foram caracterizados por ELISA e
SPOT, conforme ja descrito acima. Foi feito o teste de reconhecimento dos venenos

inteiros e da prépria quimera, para validar os anticorpos produzidos.
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3.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS E ENSAIOS DE NEUTRALIZACAO

3.6.1 INVITRO

Para verificar se a proteina quimera produzida € capaz de exercer as
atividades biolégicas semelhantes as proteinas nativas das quais derivam as
sequéncias utilizadas para compb-la, as atividades enzimaticas de Smase,
metaloprotease e hialuronidase da rMEPLox foram testadas. Os mesmo ensaios foram
realizados para analisar a capacidade dos anticorpos anti-rMEPLox de neutralizar tais
atividades, presentes no veneno total, pré-incubando os anticorpos, em diferentes

diluicbes, com a quantidade de veneno pré-estabelecida nos ensaios prévios.

3.6.1.1 Atividade fibrinogenolitica

Em 1998, Sanchez e colaboradores demonstraram a capacidade enzimatica do
veneno de L. intermedia em digerir fibrinogénio. Diante destes dados, foi feito um
experimento para avaliar o potencial neutralizante que os anticorpos anti-quimera
teriam para essa atividade fibrinogenolitica. Previamente, os anticorpos em diferentes
concentracdes, foram incubados com veneno de L. intermedia (3 ug) em PBS para um
volume final de 50 pL por 1 hora a 37°C. Em seguida, foi adicionado a essa mistura,
50 pL de solucdo de fibrinogénio bovino a 2,5 mg/mL em tampéo 25mM Tris-HCI (pH
7.4). Ap6s 16 horas em estufa a 37°C, a reacao foi parada. Uma aliquota de 50 pL de
reacado foi retirada e a ela foi adicionado o mesmo volume de uma solucéo
desnaturante (10M urea, 4%p-mercaeptoethanol, 4% SDS). A desnaturagdo durou
mais 16 horas em temperatura ambiente e apds este processo, uma aliquota de 15uL
da solucéo final foi aplicada em gel SDS-PAGE 12% sob condi¢des redutoras, para
analise. A atividade biologica de rMEPLox sob o fibrinogénio também foi avaliada, com

3 ug de proteina na mesma solugéo de fibrinogénio.
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3.6.1.2 Atividade gelatinsica

No mesmo trabalho em que avalia a atividade fibrinogenolitica, Sanchez (1998)
mostrou que o veneno de L. intermedia possui atividade gelatindsica com zimograma.
NGs utilizamos o kit EnzChek Gelatinase/Colagenase, para mensurar por fluorescéncia
a capacidade do veneno de L. intermedia (ug) e da prépria rMEPLox (ug) em degradar
gelatina, e avaliamos a a¢do dos anticorpos anti-rMEPLox na atividade do veneno
guando pré incubado por 1 hora a 37 °C. A metodologia utilizada foi a do manual do
kit, que possui um controle de colagenase de Clostridium histolyticum para

comparacgao.

3.6.1.3 Atividade hialuronidasica

Para quantificar a atividade da enzima hialuronidase, concentragbes variantes
de 40 ug a 0,3 ug do veneno de L. intermedia foram incubadas com 0,2 M tampéao
acetato, 15 M NaCl, pH 6 e acido hialurbnico (AH) 2,5 mg/mL em placa para
microtitulacdo de 96 pocos (Horta et al. 2014; com modificacdes). Uma curva com
diferentes concentracdes de AH foi usada como controle, correspondendo a valores de
100%, 75%, 50%, 25% e 0% de atividade de hialuronidase. A placa foi incubada por
37°C por 30 minutos. Posteriormente, 200 uyL de brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) foram adicionados aos pocos para precipitacdo do AH. A turbidez gerada foi
mensurada a 405 nm. O valor de 50% de atividade hialuronidasica do veneno foi
determinado. No mesmo ensaio, a atividade da proteina quimera foi também testada,

com as mesmas concentracoes de veneno.

3.6.2 INVIVO

As atividades dermonecrética, hemorragica e de edema causadas pelo veneno
total de L. intermedia foram determinadas de acordo com FURLANETTO et al. (1962).
Ap6s 90 dias da ultima dose de imunizagdo, um coelho de cada grupo — vacinados e
nao imune, recebeu a injecao intradérmica de 10 ug de veneno (DMN — Dose Minima
Necrosante) no dorso. Os animais foram observados durante 72 horas. Apds este
periodo, foram feitos registros do local da injecdo e amostras de sangue foram

coletadas para analises clinicas.
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3.7 PRODUGAO DE ANTICORPOS ANTI-rMEPLox EM CAMUNGONGOS

A proteina quimera (rMEPLox) produzida neste trabalho foi utilizada como
imunégeno para produzir anticorpos em camundongos que serdo utilizados na
producdo de anticorpos em hibridomas. O protocolo € o mesmo utilizado por
Alvarenga e colaboradores em 2003, baseado na técnica de Tavares e colaboradores
(1984). Inicialmente camundongos Balb-c receberam uma dose de 50 pg de rMEPLox
emulsificada em adjuvante de Freund completo numa propor¢éo de 1:1. Apo6s 15 dias
de intervalo, os camundongos receberam mais uma dose com 50 ug de quimera em
1:1 de adjuvante de Freund incompleto. Dez dias apdés a segunda dose, 0s animais
receberam uma injecdo intraperitonial com 100 ug de rMEPLox emulsificada em
adjuvante de Freund incompleto, na proporcdo de 1:1. O titulo do soro dos
camundongos foi testado em ELISA, assim como o dos coelhos, em diluicdo seriada
partindo de 1/100.

Imunoensaios (ELISA e SPOT) foram realizados com os soros obtidos dos
camundongos imunizados com rMEPLox para caracterizagdo e avaliagdo de

reconhecimento dos epitopos, assim como foi feito com o soro produzido em coelhos.
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4 RESULTADOS

4.1 MAPEAMENTO DE EPITOPOS

Visando mapear epitopos das proteinas metaloprotease do tipo astacina
(VMPA_LOXIN, codigo AOFKN6) e hialuronidase (HYAL_LOXIN, cédigo R4J7Z9)
presentes no veneno de L. intermedia, as membranas contendo pentadecapeptideos
sobrepostos de trés residuos cobrindo toda a sequéncia primaria destas proteinas
foram testadas com os soros especificos gentilmente cedidos pelo Prof.Silvio Sanches
Veiga, da UFPR e com o antiveneno comercial produzido pelo CPPI. Devido a
diferencas nos titulos dos soros, foram utilizadas diferentes diluicdes para melhor
visualizagdo dos spots reativos com cada soro. As imagens das membranas foram
analisadas com o software ImageJ, que quantifica os pixels por area pré-determinada
pelo usuario. Foram considerados como potenciais epitopos as regides que obtiveram
guantidade de pixels maior do que 60.000. Para a LALP-1, foram identificadas trés
regibes potencialmente antigénicas quando a membrana foi testada com o seu soro
cognato. Destas trés regides, uma também foi altamente reconhecida pelo antiveneno
do CPPI. O soro anti-hialuronidase nao reagiu de maneira significativa com nenhum
spot para a LALP-1, servindo como controle para as reacdes positivas detectados com
0 soro especifico.

Para a hialuronidase, apenas uma regido potencialmente antigénica foi
identificada quando a membrana foi testada com o seu soro cognato. O antiveneno do
CPPI néo foi capaz de reconhecer nenhum spot, bem como o soro anti-LALP1, que
serviu como controle para as reacdes positivas detectados com o soro especifico.
Para aumentar a representatividade desta enzima na construcdo da proteina quimera
proposta, foi voluntariamente selecionada uma regido correspondente ao sitio ativo
desta enzima. Esta regido ja foi previamente detectada em membrana de SPOT, e se
mostrou importante para a neutralizacdo da atividade hialuronidasica em trabalho
prévio publicado sobre a hialuronidase presente no veneno do escorpido Tityus
serrulatus (HORTA et al., 2014).
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Astacin-like metalloprotease toxin 1 (LALP-1 - UniProtKB - AOFKN6 (VMPA_LOXIN))

MIKYIGVFAFLVGGFCHDFETVISNQDPIVDGMRLVEGDMLFDDGPLFTERNAVKYDQQLWPNGEIVY
EISPGLRQYEQIIREAMRTYEDNTCIKFRRRTNEADYVNIHVGDRCYSRVGKSFRGGPQPLSLGRGCT
DFGTILHELGHSVGFDHEHSRADRDEFLIIHKENIKNGSEHNFDKLWENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYA
FSKDTRKFKTMEPVEPGLPMKSVIQKGKLSYYDIVKVNKLYKCPPVNPYPGGIRPYVNV

Cc

Membrana Metaloprotease

Spot # P g L ﬁ: TR ] TR p
4 | MIKYIGVFAFLVGGF | GEIVYEISPGLRQYE | | QPLSLGRGCTDFGTI | 6
2 | YIGVFAFLVGGFCHD VYEISPGLRQYEQIT J 65 | FDYDSIMLYGAYAFS
3 | VFAFLVGGFCHDFET | 24 | ISPGLRQYEQIIREA RGCTDFGTILHELGH | 66 | DSIMLYGAYAFSKDT
4 | FLVGGFCHDFETVIS GLRQYEQIIREAMRT TDFGTILHELGHSVG | 67 | MLYGAYAFSKDTRKF
5 | GGFCHDFETVISNQD | 26 | QYEQIIREAMRTYED | GTILHELGHSVGFDH | 68 | GAYAFSKDTRKFKTM
6 | CHDFETVISNQDPIV | 27 | QIIREAMRTYEDNTC | 48 | LHELGHSVGFDHEHS | 69 | AFSKDTRKFKTMEPV
7 | FETVISNQDPIVDGM | 28 | REAMRTYEDNTCIKF | 49 | LGHSVGFDHEHSRAD | 70 | KDTRKFKTMEPVEPG
8 | VISNQDPIVDGMRLV | 29 | MRTYEDNTCIKFRRR | 50 | SVGFDHEHSRADRDE RKFKTMEPVEPGLPM
9 | NQDPIVDGMRLVEGD | 30 | YEDNTCIKFRRRTNE | §4 | FDHEHSRADRDEFLI KTMEPVEPGLPMKSV
40 | PIVDGMRLVEGDMLF | NTCIKFRRRTNEADY 2 | EHSRADRDEFLIIHK | 78 | EPVEPGLPMKSVIQK
11 | DGMRLVEGDMLFDDG | 32 | IKFRRRTNEADYVNI | 53 | RADRDEFLIIHKENI | 74 | EPGLPMKSVIQKGKL
42 | RLVEGDMLFDDGPLF | 83 | RRRTNEADYVNIHVG | 54 | RDEFLIIHKENIKNG | 7§ | LPMKSVIQKGKLSYY
‘43 | EGDMLFDDGPLFTER | 34 | TNEADYVNIHVGDRC | §5 | FLIIHKENIKNGSEH | 76 | KSVIQKGKLSYYDIV
44 | MLFDDGPLFTERNAV | ADYVNIHVGDRCYSR | 56 | THKENIKNGSEHNFD | 77 | IQKGKLSYYDIVKVN
45 | DDGPLFTERNAVKYD | 36 | VNIHVGDRCYSRVGK | 57 | ENIKNGSEHNFDKLW | 78 | GKLSYYDIVKVNKLY
16 | PLFTERNAVKYDQQL | HVGDRCYSRVGKSFR | 58 | KNGSEHNFDKLWENN SYYDIVKVNKLYKCP
47 | TERNAVKYDQQLWPN | 38 | DRCYSRVGKSFRGGP | 59 | SEHNFDKLWENNTRT | 80 | DIVKVNKLYKCPPVN
48 | NAVKYDQQLWPNGEI | 39 | YSRVGKSFRGGPQPL | 60 | NFDKLWENNTRTIGP | 84 | KVNKLYKCPPVNPYP
19 | KYDQQLWPNGEIVYE | 40 | VGKSFRGGPQPLSLG | 64 | KLWENNTRTIGPFDY
20 | QQLWPNGEIVYEISP | SFRGGPQPLSLGRGC | 62 83
21 | WPNGEIVYEISPGLR | 42 | GGPQPLSLGRGCTDF | 63 | 84

Soro anti-hialuronidase (1/100)

Soro anti-loxoscélico CPPI (1/1.000)

m Soro CPPI = Soro a metalo

Soro a hialo
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Figura 8: Mapeamento de epitopos da LALP-1. (A) Sequéncia primaria da proteina LALP-1. A regido
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predita como peptideo sinal esta em itdlico. As regibes mapeadas pelo soro anti-LALP-1 estdo
destacadas em cinza. (B) Sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes a cada SPOT sintetizado
na membrana. As sequencias mapeadas pelo soro anti-LALP-1 estdo destacadas em cinza. (C)
Membrana contendo peptideos derivados da sequéncia priméaria de LALP-1 testada com os diferentes
soros. Foi utilizado o anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:2000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacéo dos spots reativos. (D) Gréfico contendo a quantificacdo da coloragdo dos
spots, medida pelo software ImageJ. Spots com reatividade acima de 60.000 pixels/area foram

considerados como principais epitopos e estéo assinalados com uma estrela.
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LiHYAL (UniProtKB - R4J7Z9 (HYAL_LOXIN))

MQTILVLTTFLSAWFLAVGFDVFWNVPSQQCKKYGMKFVPLLEQYSILVNKEDNFKGDKITIFYESQLG
LYPHIGANDESFNGGIPQLGDLKAHLEKSAVDIRRDILDKSATGLRIIDWEAWRPIWEFNWSSLRKYQD
KMKKVVRQFNPTAHESTVAKLAHNEWENSSKSWMLSTLQLGKQLRPNSVWCYYLFPDCYNYDGNS
VQEFQCSEAIRKGNDRLKWLWEESTAVCPSIYIKEGQLTNYTLQKRIWFTNGRLQEALRVAQPKARIYP
YINYSIKPGMMVPEVEFWRLIAQIASLGMDGAVIWGSSASVGSKNHCAQLMKYIADVLGPATLRIKENV
ARCSKQACSGRGRCTWPKDTSVIAWKFLVEKEDYDFYLGDIECKCVEGYEGRYCEQKTK

MQTILVLTTFLSAWF 34 | VDIRRDILDKSATGL | YDGNSVQEFQCSEAT 0 | SLGMDGAVIWGSSAS
ILVLTTFLSAWFLAV 5 RRDILDKSATGLRII NSVQEFQCSEAIRKG MDGAVIWGSSASVGS
LTTFLSAWFLAVGFD ! QEFQCSEATRKGNDR AVIWGSSASVGSKNH

FLSAWFLAVGFDVEW 3 70 QCSEAIRKGNDRLKW WGSSASVGSKNHCAQ
AWFLAVGFDVFWNVP TGLRIIDWEAWRPIW EAIRKGNDRLKWLWE SASVGSKNHCAQLMK

LAVGFDVFWNVPSQQ RIIDWEAWRPIWEEN RKGNDRLKWLWEEST VGSKNHCAQLMKYIA
GFDVFWNVPSQQCKK DWEAWRPIWEFNWSS NDRLKWLWEESTAVC KNHCAQLMKYIADVL
VFWNVPSQQCKKYGM AWRPIWEFNWSSLRK LKWLWEESTAVCPSI CAQLMKYIADVLGPA

NVPSQQCKKYGMKEFV PIWEFNWSSLRKYQD LWEESTAVCPSIYIK LMKYIADVLGPATLR
SQQCKKYGMKFVPLL EFNWSSLRKYQDKMK ESTAVCPSIYIKEGQ YIADVLGPATLRIKE
CKKYGMKFVPLLEQY WSSLRKYQDKMKKVV AVCPSIYIKEGQLTN DVLGPATLRIKENVA

YGMKFVPLLEQYSIL
KFVPLLEQYSILVNK
PLLEQYSILVNKEDN

LRKYQDKMKKVVRQF
YQDKMKKVVRQFNPT
KMKKVVRQFNPTAHE

GPATLRIKENVARCS
TLRIKENVARCSKQA
IKENVARCSKQACSG

PSIYIKEGQLTNYTL
YIKEGQLTNYTLQKR
EGQLTNYTLQKRIWF

EQYSILVNKEDNFKG KVVRQFNPTAHESTV LTNYTLQKRIWETNG NVARCSKQACSGRGR
SILVNKEDNFKGDKI ROFNPTAHESTVAKL YTLOKRIWFTNGRLQ RCSKQACSGRGRCTW
VNKEDNFKGDKITIF NPTAHESTVAKLAHN QKRIWFTNGRLQEAL KQACSGRGRCTWPKD
EDNFKGDKITIFYES AHESTVAKLAHNEWE IWFTNGRLQEALRVA CSGRGRCTWPKDTSV
FKGDKITIFYESQLG STVAKLAHNEWENSS TNGRLQEALRVAQPK RGRCTWPKDTSVIAW
DKITIFYESQLGLYP AKLAHNEWENSSKSW RLOEALRVAQPKARI CTWPKDTSVIAWKFL
TIFYESQLGLYPHIG AHNEWENSSKSWMLS EALRVAQPKARIYPY PKDTSVIAWKFLVEK
YESQLGLYPHIGAND EWENSSKSWMLSTLQ RVAQPKARIYPYINY TSVIAWKFLVEKEDY
QLGLYPHIGANDESF NSSKSWMLSTLQLGK QPKARIYPYINYSIK IAWKFLVEKEDYDFY
LYPHIGANDESFNGG KSWMLSTLQLGKQLR ARIYPYINYSIKPGM KFLVEKEDYDFYLGD
HIGANDESFNGGIPQ MLSTLQLGKQLRPNS YPYINYSIKPGMMVP VEKEDYDFYLGDIEC
ANDESFNGGIPQLGD TLQLGKQLRPNSVWC INYSIKPGMMVPEVE EDYDFYLGDIECKCV
ESFNGGIPQLGDLKA LGKQLRPNSVWCYYL SIKPGMMVPEVEFWR DFYLGDIECKCVEGY

QLRPNSVWCYYLFPD PGMMVPEVEFWRLIA LGDIECKCVEGYEGR

PNSVWCYYLFPDCYN MVPEVEFWRLIAQIA IECKCVEGYEGRYCE

VWCYYLFPDCYNYDG EVEFWRLIAQIASLG KCVEGYEGRYCEQKT
LKAHLEKSAVDIRRD YYLFPDCYNYDGNSV FWRLIAQIASLGMDG CVEGYEGRYCEQKTK
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Figura 9: Mapeamento de epitopos da LiHYAL. (A) Sequéncia priméaria da proteina LIHYAL. A regido
predita como peptideo sinal esta em italico. As regides mapeadas pelo soro anti-LIHYAL estdo
destacadas em cinza. (B) Sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes a cada SPOT sintetizado
na membrana. As sequéncias mapeadas pelo soro anti-LIHYAL estdo destacadas em cinza. (C)
Membrana contendo peptideos derivados da sequéncia primaria de LIHYAL testada com os diferentes
soros. Foi utilizado o anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:2000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacdo dos spots reativos. (D) Gréafico contendo a quantificagdo da coloragcdo dos
spots, medida pelo software ImageJ. Spots com reatividade acima de 60.000 pixels/area foram
considerados como principais epitopos e estdo assinalados com uma estrela preta. A regido do sitio ativo,
selecionada para aumentar a representatividade da proteina na quimera a ser construida esta assinalada

com uma estrela branca.

De posse das sequéncias potencialmente epitopicas para a LALP-1 e LiHYAL,
estas foram adicionadas a sequéncia ja estabelecida da rCpLi (MENDES et al., 2013).
Além delas, foi adicionada uma sequéncia epitopica previamente mapeada por
(RAMADA et al.,, 2013) na Smase 1 de L. laeta. Para localizar estruturalmente as
regibes selecionadas para compor a proteina quimera recombinante rMEPLoX, os
modelos tridimensionais das proteinas LIHYAL, LiD1 e LALP-1 foram obtidas por
modelagem de homologia utilizando o programa ITASSER (ZHANG, 2008). A estrutura

da Smase 1 de L. laeta ja foi resolvida e seu arquivo pdb utilizado (1XX1).

LiHyal LiD1 LALP-1

(Felicori et al. 2009; Felicori et al. 2006; de Moura et al. 2011)

NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIRPGGCKKYENFNDFLKGLRGG GG GGSLGRGCTDFGTILHE
GGNGGIPQLGDLKAHLEKSAVDIGG GGENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYGGKLYKCPPVNPYPGGIRPYVNV

Figura 10: Localizacdo dos epitopos selecionados em seus respectivos modelos tridimensionais.
As estruturas 3D da LiIHYAL, LiD1 e LALP-1 foram obtidas por homologia utilizando o programa I-
TASSER. A estrutura resolvida da Smase 1 de L. laeta (PDB: 1xx1) foi utilizada. Os modelos foram
visualizados e as sequéncias escolhidas ressaltadas utilizando o PyMOL. A sequéncia da rMEPLox esta
descrita abaixo. Os epitopos selecionados estédo coloridos de acordo com a molécula a qual pertencem e
foram conectados a localiza¢éo espacial por setas. Os espacadores de duas glicinas foram mostrados em
preto na sequéncia.
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4.2 PRODUGCAO DA PROTEINA QUIMERA (rMEPLoX)

Os epitopos selecionados para compor a rMEPLox foram agregados a
sequéncia da rCplLi, utilizando dois cédons de glicina para fazer a conexao. Foi
realizada a otimizacdo de parametros pela GeneScript, utilizando o algoritmo
OptimumGene que leva em consideragdo o codon-usage para E.coli, contetdo GC,
estrutura secundaria do mRNA, dentre outros, chegando-se a sequéncia de
nucleotideos descrita abaixo na figura 11.

FNLGANSIETDVSFDDNANPE
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Figura 11: Sequéncia de amino&cidos e nucleotideos da rMEPLox. A sequéncia original da rCpLi esta
ressaltada em cinza. As duas glicinas utilizadas como espacgadores entre 0s epitopos estdo em cinza e
italico. Os codons utilizados foram otimizados pelo algoritmo OptimumGene, utilizado pela GeneScript.

A nova sequéncia contendo 0s novos epitopos mapeados para a LiHYAL,
LALP-1 e Smase 1 de L. laeta foram clonadas no vetor pET 26b(+) ja contendo a
sequéncia da rCpLi previamente construida, contendo cauda de histidina e sequéncia
sinalizadora para expressdo no periplasma (pelB leader). O mapa do vetor de
expressao produzido pelo programa Gene Design pode ser visualizado abaixo na

figura 12. A construcéo totalizou 5751 pb.
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A
rCpLI (tiendes et ot, 2013 Added epitopes

Figura 12: Vetor de expressdo pET26b (+) contendo a sequéncia da rMEPLox. A sequéncia original
da rCpLi estéa ressaltada em rosa claro e a nova sequéncia acrescentada em rosa escuro.

Apos a transformacao das bactérias BL21, uma PCR de coldnia foi realizada
para verificar quais colénias apresentavam o plasmideo com o fragmento de interesse
Das colbnias testadas, foram selecionados quatro clones positivos que apresentavam

bandas na altura esperada em gel de agarose (Fig 13).

Figura 13: PCR de colénias das bactérias transformadas. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. M.\W: marcador de massa molecular. Nos quadrantes vermelhos, fragmentos de interesse com
aproximadamente 543 pb.
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A proteina construida rMEPLox possui massa predita de 19.39 kDa e possui
ponto isoelétrico predito de 5.10, segundo avaliagdo utilizando a ferramenta Prot-
Param do portal EXPASy. Um dos clones positivos foi utilizado para producao de pré-
in6culo e in6culo. Em seguida, a cultura foi induzida a expresséo utilizando IPTG.
ApGs 4 horas de inducao, foi possivel visualizar em SDS-PAGE o aumento de duas
bandas protéicas, entre 24 e 17 kDa, compativeis com a massa esperada para a
rMEPLox (Fig. 14).

KDa M.W TO T4

Figura 14: SDS-PAGE 15% de extrato protéico bacteriano antes e ap6s indugé&o. Na primeira linha do
gel (M.W) esta o marcador de massa molecular. Na segunda (T0) se encontra o lisado bacteriano antes
da indugdo com IPTG e na terceira linha (T4) o lisado apds 4 horas de indugéo.

Apoés a lise bacteriana, a maior concentracdo da proteina de interesse se
encontrava na porcao solida do extrato (Fig. 15), indicando comportamento insoltvel
da rMEPLox. Por este motivo, esta porcéo foi solubilizada em tamp&o de ligagdo com
acréscimo de uréia como ja descrito.

Figura 15: SDS-PAGE 15% do lisado protéico bacteriano. Na primeira
linha do gel (M.W) est4 o marcador de massa molecular. Na segunda (S)
uma amostra do extrato solivel e na terceira linha (l), uma amostra do
extrato solido do lisado, por¢éo insolavel.
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O extrato bacteriano obtido foi entéo purificado utilizando coluna HisTrapTM HP
(GE Healthcare), segundo metodologia acima, obtendo-se o seguinte cromatograma
(Fig. 16A). Através do SDS-PAGE das fragBes obtidas da purificacdo, pode-se
perceber a eliminacdo da maioria das proteinas néo relacionadas, obtendo-se apenas
as bandas provenientes da indugéo da expresséo (Fig. 16B).

mAu

KDa MW f3 f7 f8 fo fio fi1

-
2 .
17 -

.

12

Figura 16: Purificagcdo em coluna HisTrapTM HP de extrato proteico bacteriano e caracteriza¢ao da
rMEPLox obtida. (A) Cromatograma da purificacdo em coluna HisTrapTM HP de extrato proteico
bacteriano. Em azul, a absorbancia a 280nm e em verde o gradiente de tamp&o com imidazol. (B) SDS-
PAGE 15% das fracBes obtidas da purificacdo. Na primeira canaleta, encontram-se os marcadores de

massa molecular e nas demais canaletas as fragdes correspondentes.

4.3 CARACTERIZACAO DA rMEPLoXx
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431 Caracterizacdo imunogénica

Para verificar a antigenicidade da rMEPLox produzida, foi realizado um ensaio
de ELISA na qual a proteina foi adsorvida a uma placa de 96 pocos e sua reatividade
foi testada com diferentes soros de coelho especificos para o veneno total de L.
intermedia (aLiV), para a LiIHYAL (aHyalo), para a proteina dermonecrética rLiD1
(arLiDl1), para a LALP-1 (aLALP) e para a rCpLi previamente produzida (arCpLi).
Todos os soros foram testados na diluicdo de 1/100, incubados com anti-lIgG de

coelho ligado a peroxidase e revelados com OPD.
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Figura 17: ELISA da rMEPLox frente a diferentes soros de coelho. A placa foi sensibilizada com uma
solucéo de 10pg/ml de rMEPLox e testada com os soros (Pl=pre-imune, aLiV =anti veneno total de L.
intermedia, aHyalo = anti hialuronidase de L. intermedia, arLiD1 = anti proteina dermonecrdtica rLiD1,
aLALP = anti- metaloprotease de L. intermedia e arCpLi = anti proteina quimérica produzida
anteriormente) na diluicdo 1/100 (eixo x), revelados com anticorpo anti-lgG de coelho 1/5000 e OPD
SigmaFast. O ensaio foi realizado em triplicata. No eixo y, estdo os valores da absorbancia a 490 nm.
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4.3.2 Atividade hialuronidasica
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A atividade da hialuronidase foi calculada pela quantidade de veneno necessaria para
degradar 50% do acido hialurénico presente na solucao (Ecsp). A figura mostra que
sd0 necessarios aproximadamente 6,6 g de veneno de L. intermedia para degradar
50% do acido hialurénico disponivel. A proteina quimera rMEPLox ndo apresentou

atividade hialuronidasica nas concentracfes equivalentes ao veneno.

Figura 18: Ensaio de atividade hialuronidasica. Atividade representada em porcentagem de é&cido
hialurénico hidrolisado. Em azul, a curva de atividade do veneno de L. intermedia e em laranja a atividade
da proteina rMEPLox. O ensaio foi realizado em duplicatas.
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4.4 CARACTERIZAGCAO DOS ANTICORPOS ANTI-rMEPLoX

441 Soro anti-rMEPLox frente a venenos

Para verificar a eficiéncia da imuniza¢do com a proteina quimera rMEPLoOX, 0s
coelhos imunizados foram sangrados apos a 42 dose de imunizagdo e 0 soro obtido
desta sangria foi testado por ELISA frente aos venenos de L. gaucho, L. intermedia e
L. laeta. Os soros controle foram produzidos a partir da imunizacdo com apenas
adjuvante (C-) e a partir da imunizacdo com mistura dos trés venenos citados (a
Loxosceles — C+). Os soros foram testados na diluicdo de 1/200 e o anticorpo anti-lgG
de coelho — peroxidase na diluicdo 1/5000. Foram utilizados dois coelhos por grupo e
os resultados mostrados na Figura 19A sdo uma média da reatividade dos dois soros.
Decorridos 90 dias da 42 dose, uma nova sangria foi feita e 0 mesmo imunoensaio foi
realizado (Fig. 19B).

Sorofrente avenenos 42 dose Soro frente avenenos apos 90 dias de imunizagdo

L*IIILEL*IIIL

Veneno' Veneno"  Quimera' Quimera”

Figura 19: Imunoensaios iniciais do soro produzido anti-rMEPLox frente a diferentes venenos
loxoscélicos. ELISA. A esqueda, dados obtidos com quatro doses de antigeno. A direita, dados da
reatividade apos trés meses de imunizacdo com quatro doses. A placa foi sensibilizada com uma solucéo
de 10pg/ml de cada veneno e os soros testados na diluicdo 1/200, revelados com anticorpo anti-lgG de
coelho 1/5000 e OPD SigmaFast. No eixo x, C-* e C-“ sdo coellhos que receberam apenas PBS e
adjuvante, Veneno’ e Veneno” sdo os coelhos imunizados com pool de venenos e Quimera’ e Quimera”
os coelhos que receberam injecbes de rMEPLox. O ensaio foi realizado em duplicata. Em azul,
sensibilizacdo com veneno de L. intermedia, em vermelho L. gaucho e em verde L. laeta. No eixo y, 0s
valores de absorbancia obtidos em comprimento de onda de 490 nm.
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ApOGs a pausa de trés meses, novos resultados de ELISA foram obtidos (Fig.

20). O ensaio foi realizado como os anteriores, porém com soros na diluicdo de 1/400.

O reconhecimento do veneno de Loxosceles similis também foi testado, contra um

pool de soro anti-rMEPLox, em diluicdo seriada, partindo de 1/400.
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Figura 20: ELISA do soro produzido anti-rMEPLox frente a diferentes venenos loxoscélicos. A placa

foi sensibilizada com uma solu¢do de 10ug/ml de cada veneno e os soros testados na diluigdo 1/400,

revelados com anticorpo anti-IgG de coelho 1/5000 e OPD SigmaFast. No eixo x, C-‘ e C-“ sdo coellhos

que receberam apenas PBS e adjuvante, Veneno’ e Veneno” sdo os coelhos imunizados com pool de

venenos e Quimera’ e Quimera” os coelhos que receberam injecbes de rMEPLox. O ensaio foi realizado

em triplicata. Em azul, sensibilizacdo com veneno de L. intermedia, em vermelho L. gaucho e em verde L.

laeta. No eixo y, os valores de absorbancia obtidos em comprimento de onda de 490 nm.
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Figura 21: ELISA do soro produzido anti-rMEPLox frente a veneno de Loxosceles similis. A placa foi
sensibilizada com uma solugdo de 10 pg/ml de veneno. Um pool com soro dos dois coelhos anti-rMEPLoOX
foi testado em diluigdo seriada, partindo de 1/400 (eixo x). A revelagéo foi feita com anticorpo anti-lgG de
coelho 1/5000 e OPD SigmaFast. O ensaio foi realizado em triplicata. No eixo y, os valores de
absorbéancia obtidos em comprimento de onda de 490 nm.

4.4.2 Reconhecimento de rMEPLox pelo soro anti-rMEPLox

Um ensaio de Western Blot em que a membrana de nitrocelulose continha a proteina
rMEPLox demonstrou que as bandas resultantes da purificacdo apresentam a

reatividade esperada frente ao soro anti-quimera produzido neste trabalho.

A B

Figura 22: Reconhecimento de rMEPLox por Western Blot. Western Blot do soro produzido anti-
rMEPLox, na diluicdo de 1/1000, frente a rMEPLox (7,5 pg). Em (A) a proteina n&o foi submetida a
condicdes redutoras e em (B) recebeu tampéo de amostra com reducao e foi submetida a banho a 100 °C

por 5 minutos.
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4.4.3 Reconhecimento das proteinas do veneno de L. intermedia por

anticorpos anti- rIMEPLox em western blot

O veneno de L. intermedia (10 pg) foi submetido a um gel SDS-PAGE em
condi¢des nao redutoras. As proteinas do gel foram tranferidas para membranda de
nitrocelulose e a reatividade dos soros foi analisada em Western Blot. Como podemos
ver na Figura 23, o soro anti-rMEPLox foi capaz de reconhecer algumas bandas do
veneno de L. intermedia. Ja o soro ndo imune nao reagiu com nenhuma banda quando

repetido o experimento (ndo mostrado).

L. intermedia

Figura 23: Reconhecimento do veneno de L. intermedia. Western Blot do soro produzido anti-
rMEPLox, na diluicdo de 1/1000, frente a veneno (10 ug). A direita, as bandas de proteina do veneno que

foram reconhecidas. A esquerda, um marcador de massa molecular.

4.4.4 |dentificacdo dos epitopos em membranas contendo peptideos

O soro anti-quimera produzido pelos coelhos, na diluicdo de 1/1000, foi capaz
de reconhecer os epitopos das principais toxinas de L. intermedia. Duas regides
mostraram-se reativas na membrana de SmaseD (Fig. 24), trés regibes antigénicas
foram identificadas na membrana de metaloprotease (Fig. 25) e uma regido foi
identificada na membrana de hialuronidase (Fig. 26). Como controle deste
experimento, o mesmo ensaio foi realizado com soro de coelhos que receberam
apenas adjuvante de PBS nos ciclos de imunizagdo e o soro ndo imune néo foi capaz

de reconhecer nenhuma regido das proteinas testadas (Fig. 27).
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Spot# Peptide pot # Peptide Spot# Peptide pot # Peptide

1 MLPYIVLVLGCWSVL 26 [[PCDCGRNCEEYENF 51 PBGRAYIVLSIPDLNH 76 [FGLSEVNAAVANEDS
2 [IVLVLGCWSVLSQOA 27 h? RYIVLSIPDLNHYPL 77 PEVNALVANRDSLNG
3 [LVLGCWSVLSQRAQT 28 53 WLSIPDLNHYPLIEG 78 WNAAVANRDSANGFIN
4 |FCWSVLSQRAQTDIE 29 54 [IPODLNHYPLIEGFED 79 [VEANEDSANGEINEVY
5  [BVLSQAAQTDDEERA 30 55 LHEYPLIEGFEDOLT 80 [RDSANGFINEVYYWT
6 [SOARRQTDDEERAGHNE 31 WNOFLEGLESATTEGH 56 [KPLIKGFEDQLTEDG 81 PRNGFINEVYYWIVIE
7 ROTDDEERAGHERFPI 32 [LEGLRSATTPGNSEY B [IEGFEDQLTEDGHEE 82 [FINEVYYWIVDERST
8 |[DDEERAGNERPIWIM 33 [LESATTPGNSEY(QEE 58 FEDQLTEDGHEELME 83 EVYYWIVDERSTTED
9 |[FERAGNERPIWIMGHM 34 PRTITEGHNSEYQEELVL 59 [pLTEDGHPELMEEVG 81 [WIVDERSTTRDALD
10 [GNERPIWIMGHMVIE 35 [PGHSEYQEELVLVVE 60 KEDGHPELMEEVGHDF 85 [VDERSTTRDALDAGY
11 EPIWIMGHMVMRIGD 36 PEYQEELVLVVEDLE 61 HPELMEEVGHDFSGET 86 [FSTTRDALDAGVDGI
12 WIMGHMVNAIGQIDE 37 REELVLVVFDLETGS [MEFVGHDFSGHDDT 87 [RDALDAGVDGIMTN
13 GHMVNAIGOIDEFVN 38 [LVLVVFDLETIGSLYD 63 EVGHDFSGNDDIGLV 88 RLDAGVDGIMINYED
14 [VNAIGQIDEFVNLGAR 39 [VFDLETGSLYDNOA g4 HDFSGHNDDIGIVGER 89 RGVDGIMTNYPDVIT
15 [[GQIDEFVNLGRENSI A) [DLETGSLYDNQANDA 65 PFGNDDIGDVGERYEK 9) [GIMINYPIVITDVL
16 [[DEFVHMLGANSIETD 41 [GSLYDNOANDAGEE 66 DDIGDVGEAYERKAGI 91 MINYPIWITDVLNEA
FVHLGENSIETDVSE 42 [LYDHNQANDAGEELAK 67 [BOVEELYEERGITGH 92 [fPOINITDVLNEARYE
43 NOANDAGEELAKNLL CEAYREARGITGHIWD 93 [VITDVLNELRYEEEF
A4 WNORGEFLAKNLLOHY 69 KEERGITGHIWQSDG 94 [VLNEZLRYEEEFEVA
A5 [GEELAENLLOHYWNN J0 BGITGHIWQSDGITN 95 WNELAYREKFRVATYD
46 [LAFNLLOHYWNNGHN 71 [GHIWQSDGITNCLP 05 PRYEEEFRVATYDDNE
A7 WLLOEYWNNGHNGGR 72 [[WOSDGITNCLPRGL 97 [FEFEVATYDDNEWVI
A8 [HYWNNGNNGGERAYI 73 PFODGITHCLERGLSEV 9% [RVATYDDNPWVIFEK

49 WNNGNNGGEAYIVLS 74 [[TNCLERGLSEVNEA

5) [NNGGRAYIVLSIPD 75 [LERGLSREVNAAVAN

Figura 24: Reconhecimento de epitopos de LiD pelo soro anti-rMEPLox. Membrana contendo

peptideos derivados da sequéncia primaria de LiD, testada com soro anti-rMEPLox. Foi utilizado o

anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a

revelacdo dos spots reativos. Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes aos spots

mais reativos, destacados em cinza.

41




Metaloprotease

1 |2
3 32
33 'Y K J B
G Y | o8 s
Spot# Peptide Spot # Peptide Spot# Peptide Spot# Peptide
1 |MIEYIGVFAFLVGGF | 22 |GEIVYEISEGLROYE| 43 |QPLSLGRGCTDFGTI | B4
? | YIGVFAFLVGGFCHD | 23 | VYEISPGLEQYEQII| 44 65 | FOYDSIMLYGRYRFS
3 | VFAFLVGGFCHDFET | 24 | ISPGLEQYEQIIRER| 45 66 | DSIMLYGAYAFSEDT
4 | FLVGGFCHDFETVIS | 25 |GLROYEQIIREAMET | 46 67 | MLYGAYAFSEDTREF
5 | GGFCHDFETVISNOD | 26 | QYEQIIREAMRIYED | 47 |GTILHELGHSVGEDH | 68 | GAYAFSKDTREFEIM
6 |CHODFETVISNQDPIV | 2f | QIIREAMRTYEDNTC | 48 |LHELGHSVGFDHEHS | B9 | AFSEDTREFETMEPV
7 |FETVISNQDPTVD®I | 28 |BEEMRTYEDNTCIKF | 49 |LGHSVGFDHEHSEAD | J0 | KEDTREFKTMEPFVEEG
8 |vVISNQDPIVDGMALV | 29 |METYEIDNTCIKFRER | 50 |SVGFDHEHSRADRDE | 71 | RXFXTIMEPVEDGLDM
9 |NQDPIVDGMELVEGD | 30 | YEOWTCIEFRERINE | 51 |FDHEHSRADRDEFLI | j2 | ETMEDVEPGLEMESY
10 | PIVDGMRLVEGDMLF | 31 | NTCIKFRERTNEADY | §2 |EHSRADRDEFLIIHK | 73 | EEVEPGLEMESVIQE
11 | DGMRLVEGIMLFDDG | 32 | IXKFRERTWEADYVNI | 53 |GRADRDEFLIIHKENI | 74 | EPGLEMESVIOHGEL
12 |ELVEGIMLFDDGPLF | 33 |GRBRTNEADYVNIHVG| &4 |RDEFLIIHEENIENG | J§5 | LEMESVIQEGELSYY
13 |EGIMLFDDGPLFTER | 34 | TNEADYVNIHVGDEC | §§ |FLIIHEENIENGSEH | 76 | KSVIQEGELSYYDIV
14 |MLFDDGELFTERNAV | 35 |ADYVNIHVGDRCYSR| H6 | IHFENIENGSEHNFD | 77 | IQEGELSYYDIVEWN
15 | DDGELFTERBNAVEYD | 36 | VNIHVGDRCYSRVGE | §F |ENIKNGSEHNFDEIN | 78 | GELSYYDIVEVIELY
16 | PLFTEBNAVEYDOQL | 37 | HVGDRCYSEVGESFR | 58 |ENGSEHNFDELWEMNN | J9 | SYYDIVEVNELYECE
17 | TEENAVEYDOOLWEN | 38 | DRCYSEVGESFRGGE| 59 |SEHNFDELWENNTET | 80 | DIVEVNELYECPPVN
18 | NAVEYDQOLWENGEI | 30 | YSEVGESFRGGEQFL | 60 |NFDELWENNTETIGE | 81 | EVNELYHCPEVNEYE
19 | EYDQOLWPNGEIVYE | 40 | VGESFEGGPQPLSLG| &1
20 | COLWPNGEIVYEISP | 41 | SFRGGPOPLSLGEGC | G2 | 83 |
21 | WENGEIVYEISPGLE | 42 | GGPQPLSLGRGCTDF | 63 | 84 |

Figura 25: Reconhecimento de epitopos de LALP-1 pelo soro anti-rMEPLox. Membrana contendo

peptideos derivados da sequéncia primaria de LALP-1, testada com soro anti-rMEPLox. Foi utilizado o

anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a

revelac@o dos spots reativos. Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes aos spots

mais reativos, destacados em cinza.
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Hialuronidase

1 6
7 ] . B 36
37 [ 66
67 | * 9
97 126
127 130
5 pot# Spot# Spot# Spot#
1 HOTILVLTITIELIANE 34 FDIBBDILDEISATEL 6T FDEHIVOERQCIERL 100 BLEHDEAVIWNEISAS
2 TLVLTTELIANRELAY 35 FEOILDE3IATELRII 68 MNIVIERQTIEAIRESG 4101 MHDEAVIWEIIRIVES
3 LITELIANELAVEED 36 ILOESATEZLRIIDNE 69 EEFQEEEEIHIGEH:‘H ‘“]_2 BVINGIJAIVEIFNH
4 FLIARELAVEEDVENR a7 FAATELEIIDREARE TO DCIEAIREGHDELER 103 h'GE JAIVEIENHIRD
5 ENECLAVEEDVERNVE 38 TELRIIDKREANEERINW 71 ELIRFGZHDELENLNE 104 BAIVEIFNHCRAQLME
[ LAVEEDVERHYEIDD 34 RIIDREAREEIRESH T2 FFZHDRLENLREEST 405 NE3FNHCADIMEYIA
T FEDVERNVEIOCEE 40 DWREARREIWECHW33 72 MHDELEWLWEE3ITAVC 406 FNHCAQIMEYIADVL
2 UEWMVESQOCFEE Y 41 ENREIWEENR3IILEE 74 ELFWLREESTAVCE3I 107 CAQIMEYIADVLEEAR
b= | HUEIDOCFFE Y EEF Y .ﬂ_.! FIRNECHW3I3LREYZD TH IWEE3ITAVCEIIYIE 108 IMEYIADVLEEATLE
10 B CFEYEMEETELL 432 EFNW I ILREYQDEME TE EITAVCPIIYIFEGD 108 FIADVLEFATLEIFE
11 CEF Y EFIVELLEQY 44 K3I3ILREYQDFEMFEEVY If BVCFIIYIFEFJLIN 110 DVLEEATLRIFENVA
12 HEMFEVELLEQYIIL 45 LEEYODFMFEFEVVRQE TE FIIYIFEFQLTHYTL 111 EEATLRIEENVARCS
13 FEVEPLLEQY3ILVNE A6 HODFEMFE VY ROEHET T8 [ IFECOLTHYTLOFER 112 TILERIFENVARCIFEZA
14 FLLEQYSILVNFEDH AT FMEFEVVROENETAHE 20 ECOLTNYTLOFRINE 112 IEENVARCIEQACIZ
15 EQYSILVNEEDHEES A48 FVVRQENETAHESTV a1 LTHYTLOQFRIWETHG 114 FMCEKQECEEH{{R
16 AILVHEEDNEEREGDETL 49 ROFNETAHESTVAEL a2 NI LOFERIWETHEELY 115 FCHKQ&CHEHGHCH
17 PHEEDHEREGDEITIE 50 MWPTAHESTVAFLAHW a3 EI!ILI‘IE‘I.‘HEFII-QEEI- 116 kQaEEGH{{HCI'le
18 EONEEGODEITIEYES H1 AHEITVARELAHNEWRE a4 IWEFIHERLOEATLRVA 117 C3ERERCIWEEDTAV
149 FEGDEITIEYESQLE 52 BT VAFLAHNEWREN33 85 [[WGRLOEALRVAQEE 118 BERCIWEEDTIIVIAW
20 DEITIFYESQLELYER 53 AFLAHNERENIIEIN a6 FLOEALBVAQEFRERI 118 [CIWEFDISVIAWEEL
21 FIFYESQLGLYEHIG 54 RHNEWRENIIEIWHL3 B7 ELLBVAQEFARIYEY 120 FEEDISVIAWEELVEE
22 NESQLELYEPHIGAND /A EWENSIFESWMLITLY a8 BEVAQEFARIYEYINY 121 [ISVIAWEEFLVEEEDY
MGI.&'PEIGH‘DEEF Ef MHIZESWMLATLOLGE 29 EEARIYEYINYIIE 122 IAWRECLVEFEDYDEY
24 LYEHIGANDEIENESE BT FARMLITLOLEEQLE a0 IYEYINTIIEEE 4122 EFECLVEEEDYDEYLED
25 HIGCANDE3THEZZIED 58 HLATLOLGEQLEEHS a4 N EYINY 3IFREEDIVE 124 FEFEDYDEYLEDIEC
26 EHDEIFREEIEOLED it CLOLEFQLBRENITRC o2 INY3ITFEEEETEEVE 4125 EDYDEYLEDIECECST
27 EITHNEEIDLE0LER (1] LEEQLREHITRCTYL b ] B IF PRV EEVESRE 126 DEYLEDIECECVESY
28 61 DLEREFNIVRCYYLEED o4 ST EEVECRELIR 127 LEDIECECVEGYEZE
29 62 EHIVRCYYLEEDCYH 5 MUVSEVESWEBLIADIA 128 ITECECVESYEGRYCZE
20 B3 WY LEEDCY Y DG a6 EVEEWBRLIAQIASL:E 1289 ECVEGYEGRYCEQET
21 LFEAHLEF3AVDIRED 64 EYLEEDCYNYDEHIT a7 TWELIAQIAILEEDE 130 I:‘:"EGE‘E.GR&'CE‘.QK‘I.‘K
32 HILEEIAVDIRRDILD (1] FEDCYNYDEHNIVIEED a8 LIRQIAILEDEATI
33 FEIAVDIRRDILDEIA [ CYNYDEHIVOERQCS ag EI!.EI.GHDGEFI'GE

Figura 26: Reconhecimento de epitopos de LiHYAL pelo soro anti-rMEPLox. Membrana contendo

peptideos derivados da sequéncia priméria de LIHYAL, testada com soro anti-rMEPLox. Foi utilizado o

anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a

revelacdo dos spots reativos. Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes aos spots

mais reativos, destacados em cinza.
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Metaloprotease

3 32

33 62
66

Hialuronidase z

7 36
37 66
67 96
97 126
127
SmaseD
25
55
85

Figura 27: Controle negativo do ensaio de SPOT. Membranas contendo peptideos derivados das
sequéncias primarias de LALP-1, LIHYAL e LiD, testadas com soro de coelhos ndo imunes. Foi utilizado o
anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a

revelagdo dos spots reativos.

4.5 PURIFICACAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI- rMEPLoXx

Um pool com soros anti-rMEPLox foi feito para a precipitacdo e purificagdo das
IgGs. Num gel SDS-PAGE, foram analisadas aliquotas da amostra do soro antes e
depois da purificagéo (Fig. 28).

Um ELISA similar aos anteriores foi realizado para analisar a reatividade da
amostra de IgG purificada e como podemos ver na Figura 29, houve reconhecimento
de todos os venenos testados e a uma concentracdo de 2 pg IgG a resposta €

bastante satisfatoria.
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150

Soro 1gG

Figura 28: SDS-PAGE 10% purificagdo 1gG. Na primeira linha do gel
(M.W) esta o marcador de massa molecular. Na segunda (Soro) uma
amostra do soro bruto extraido e na terceira linha (IgG), uma amostra da
purificacdo de 1gG.
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Fig 29: ELISA de IgG policlonal rMEPLox frente a diferentes venenos loxoscélicos. A placa foi
sensibilizada com uma solucao de 10 pg/mL de cada veneno e o IgG policlonal testado em concentraces
que variam de 2 pg a 0,031 ug (eixo x) , revelados com anticorpo anti-IgG de coelho 1/5000 e OPD
SigmaFast. O ensaio foi realizado em duplicata. Em azul, sensibilizagdo com veneno de L. intermedia, em
vermelho L. gaucho e em verde L. laeta. No eixo y, os valores de absorbéncia obtidos em comprimento de
onda de 490 nm.
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4.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS E ENSAIOS DE NEUTRALIZACAO IN VITRO

4.6.1 Inibicdo da atividade fibrinogenolitica

O fibrinogénio bovino, assim como o humano, é composto pro trés subunidades, Aaq,
BB e y. Os dados da Figura 30 mostram que veneno de L. intermedia é capaz de
guebrar a subunidade Aa, e que o mesmo, quando pré incubado com IgG anti-
rMEPLox em concentracdes acima de 40 ug, ndo possui atividade fibrinogenolitica sob

nenhuma subunidade.

Figura 30: Neutralizacdo de atividade fibrinogenolitica. SDS-PAGE 10% em condig8es redutoras. As

cadeias Aa, BB e y do fibrinogénio estéo indicadas no quadro a esquerda. A linha (Fg) apresenta um
controle positivo com fibrinogénio sem tratamento enquanto a linha (V) mostra a degradacédo da cadeia
alfa quando o fibrinogénio é tratado com 3 g de veneno de L. intermedia por 16h. Nas linhas seguintes, o
veneno foi pré incubado com concentragdes de 2 pg, 10 pg, 40 pug e 100 pg de IgG anti-rMEPLox. Um
controle negativo (C-) foi feito com veneno pré incubado com IgG de coelhos que receberam apenas PBS
e adjuvantes nas imunizagoes.

Nés repetimos este ensaio com o0 soro anti-rCpLi para comparar sua capacidade
neutralizante com a que obtivemos com o soro anti-rMEPLox. Foi observado que
concentracgdes de 40 pg e 100 pg de IgG anti-rCpLi ndo foram capazes de neutralizar

a lise do fibrinogénio causada pelo veneno de L. intermedia.

Figura 31: O soro anti-rCpLi ndo neutraliza atividade fibrinogenolitica. SDS-PAGE 10% em
condi¢bes redutoras. Cadeias Aa, BB e y do fibrinogénio estdo indicadas no quadro a esquerda. (Fg)
apresenta um controle positivo com fibrinogénio sem tratamento. (V) mostra a degradac¢do da cadeia alfa
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quando o fibrinogénio é tratado com 3 pg de veneno de L. intermedia por 16h. Nas linhas seguintes, o
veneno foi pré incubado com concentragdes 100 ug e 40 ug de 1gG anti-rMEPLOX.

Em outro experimento, deste mesmo ensaio, foi possivel analisar que a proteina
quimera rMEPLox ndo possui atividade fibrinogenolitica, como demonstrado na figura
32.

Figura 32: A proteina rMEPLox nédo apresenta atividade fibrinolitica. SDS-PAGE 10% em condigbes
redutoras. As cadeias Aa, BB e y do fibrinogénio estdo indicadas no quadro a esquerda. A linha (Fg)
apresenta um controle positivo com fibrinogénio sem tratamento. Nas linhas seguintes, o fibrinogénio foi
tratado com 3 pg de veneno de L. intermedia (V) e com rMEPLox na mesma concentracdo (Q), por 16h a
37°C.

4.6.2 Inibicdo da atividade gelatinolitica/colagenasica

Os resultados obtidos com o ensaio realizado com o kit EnzChek
Gelatinase/Colagenase mostram que a proteina rMEPLox ndo possui atividade de
gelatinase e que a pré incubacao do veneno de L. intermedia (3 ug) com 50 ug de IgG
policlonal anti-rMEPLox foi capaz de reduzir em mais de 40% de sua atividade
gelatinasica. O soro anti-rCpLi ndo foi capaz de neutralizar a atividade nas mesmas

condic0es.
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Figura 33: Ensaio de atividade gelatinasica. O grafico mostra os valores residuais de atividade com
base nos valores da fluorescéncia detectada. A gelatina do kit foi incubada com colegenase de C.
histolyticum (C+), com 3 pg de veneno de L. intermedia (V), com a mesma concentragdo de veneno
previamente incubado com 50 pg de 1gG de coelho ndo imune (n imune), 50 pg de IgG anti-rCpLi, 50 ug
de IgG anti-rMEPLox e com 12 ug de rMEPLox em temperatura ambiente por 19 horas.

4.7 ENSAIO DE NEUTRALIZACAO IN VIVO

4.7.1 Inibicdo da atividade dermonecrdtica

A atividade dermonecrética foi avaliada em coelho ndo imunizado. O dorso do
animal recebeu uma injecdo intradérmica de 10 pg de veneno de L. intermedia. A
Figura 34 mostra a evolugdo da lesdo deste animal, observada por 72 horas.
Simultaneamente a este ensaio, a habilidade dos anticorpos anti-rMEPLox de
neutralizar a atividade dermonecrética do veneno de L. intermedia foi avaliada em
coelhos vacinados. Na Figura 35 vemos fotos do coelho imunizado com pool de
venenos, apos 6, 24 e 72 horas de injecdo intradérmica de 10 pug de veneno de L.
intermedia. O mesmo é apresentado na Figura 36, com o coelho vacinado com
rMEPLox. O coelho ndo vacinado apresentou uma area de dermonecrose, mensurada
em 11,55 cm? pelo programa ImageJ. Os coelhos vacinados ndo apresentaram

sintomas de dermonecrose visiveis.
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Figura 34: Atividade dermonecrotica em coelho n&o imune. Evolugdo da dermonecorse em dorso de
coelho ndo imune devido a injecéo intradérmica de 10 pg de veneno de Loxosceles intermedia. Registros
de 6, 24 e 72 horas.

Figura 35: Neutralizacdo de atividade dermonecrética em coelho imunizado com veneno. Reacao
do animal com 6, 24 e 72h apds injecdo intradérmica de 10 pg de veneno de L. intermedia.
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Figura 36: Neutralizagdo de atividade dermonecrdtica em coelho imunizado com rMEPLox.
Registros de 6, 24 e 72 horas ap0s injecao intradérmica de 10 de veneno de L. intermedia.

4.8 PRODUGCAO DE ANTICORPOS ANTI-rMEPLox EM CAMUNDONGOS

Um ciclo de imunizacdo composto por trés doses de rCpLi foi realizado com 10
camundongos, conforme protocolo ja especificado. Outro grupo com a mesma
guantidade de animais recebeu injecao de PBS e adjuvante durante o ciclo. Apés a
terceira dose de imunizacdo com rMEPLox, microplacas foram sensibilizadas com
venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta e 0s soros dos camundongos que
receberam injecbes de quimera, e de camundongos ndo imunes tiveram sua
reatividade testada em ELISA. Como resultado, os camundongos nao imunes nao
apresentaram reatividade significativa e dos camundongos que receberam a rMEPLoOX,

guatro apresentaram leve resposta e dois se mostraram fortemente reativos (Fig. 37).
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Figura 37: ELISA do soro anti-rMEPLox produzido em camundongos frente a diferentes venenos
loxoscélicos. A placa foi sensibilizada com uma solugdo de 8 pg/ml de cada veneno e os soros testados
na diluicdo 1/500, revelados com anticorpo anti-lgG de coelho 1/5000 e OPD SigmaFast. O ensaio foi
realizado em duplicata. Os camundongos controle, que receberam injecdes de apenas PBS e adjuvante,
sdo representados pela letra C, jA os que receberam a quimera, pela letra Q (eixo x). Em azul,
sensibilizacdo com veneno de L. intermedia, em vermelho L. gaucho e em verde L. Laeta. No eixo y, 0S
valores de absorbancia obtidos em comprimento de onda de 490 nm.

Os dois camundongos mais reativos aos venenos foram selecionados para a producdo
dos anticorpos em hibridomas. Eles tiveram seu soro titulado em ELISA contra veneno
de L. intermedia (Fig. 38).
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Figura 38: ELISA titulagdo dos soros anti-rMEPLox produzidos em camundongos. A placa foi
sensibilizada com uma solugdo de 8 pg/ml de veneno de L. interme e 0s soros testados na diluicdo 1/500,
revelados com anticorpo anti-lgG de coelho 1/5000 e OPD SigmaFast. O ensaio foi realizado em
duplicata. Os camundongos controle, que receberam inje¢cBes de apenas PBS e adjuvante, séo
representados pela letra C, ja os que receberam a quimera, pela letra Q. Em azul, sensibilizagdo com
veneno de L. intermedia, em vermelho L. gaucho e em verde L. laeta.

Um pool com os dois soros dos camundongos mais reativos foi feito para testar o
reconhecimento dos epitopos das toxinas loxoscélicas por SPOT, na diluicdo de
1/1000. O soro foi capaz de reconhecer alguns epitopos de toxinas loxoscélicas.
Assim, como com soro de coelho, trés regibes antigénicas foram identificadas na
membrana de metaloprotease (Fig. 39) e duas regides mostraram-se reativas na
membrana de SmaseD (Fig. 40). Mas 0 mesmo ndo acontece com a membrana de
hialuronidase, pois ndo houve reagcdo em nenhuma regido (ndo mostrado).
Diferentemente do soro dos coelhos, o anti-rMEPLox produzido em camundongos é
capaz de identificar um epitopo na membrana de L. laeta (Fig. 41). Quando realizado
este ensaio com o soro de camundongos nao imune, ndo ha regides reativas para

nenhuma das toxinas testadas (ndo mostrado).

52



Metaloprotease

s § 2
3 32
o ’ ’ ._.. . - .’1 62
= vahacs 2 o e . ees
Spot# Peptide Spoti# Peptide Spot# Peptide Spot# Peptide
1 |MIRYIGVFAFLVGGF | 22 |GEIVYEISPGLRQYE | 43 |QPLSLGRGCTDFGTI | 64
? |YIGVFAFLVGGFCHD | 23 | VYEISPGLROYEQII| 44 65 | FDYDSIMLYGAYAFS
3 | VFAFLVGGFCHDFET | 24 | ISPGLRQYEQIIREA | 45 66 | DSIMLYGAYAFSKDT
4 | FLVGGFCHDFETVIS | 25 | GLROYEQIIREAMRT | 46 67 | MLYGAYAFSEDTREF
5 | GGFCHDFETVISNQD | 26 | OYEQIIREAMRTYED | 4f | GTILHELGHSVGFDH | 68 | GAYAFSEDIREFKIM
6 |CHDFETVISNQDPIV | 27 | QIIREAMRTYEDNTC | 48 |LHELGHSVGFDHEHS | §9 | AFSKDTRKFKTMEPV
7 |FETVISNQDPIVDGM | 28 | BEAMRTYEDWTCIKF | 49 | LGHSVGFDHEHSRAD | 70 | EDTREFRKIMEEVEEG
8 |VISNODPIVD®IRLV | 29 |MRIYEDNICIKFRRR | K |SVGFDHEHSRADRDE | 71 | RXFKIMEPVEPGLEM
9 |NODPIVDGMRLVEGD | 30 | YEDNTCIKFRRRINE | §] | FDHEHSRADRDEFLI | f2 | EIMEPVEPGLPMESYV
10 |PIVDGMRLVEGDMLF | 31 |NTCIKFRRETNEADY | 52 |EHSRADRDEFLIIBK| [3 |EPVEPGLPMESVICK
11 | DGMRLVEGIMLFDDG | 32 | IKFRERTNEADYVNI | §3 |RADRDEFLITHKENI | 74 |EPGLPMKSVIQKGEL
12 |RLVEGIMLFDDGPLF | 33 |RRETNEADYVNIHVG| K4 |RDEFLIIHKENIENG | 75 | LPMESVIQEGKLSYY
13 | EGIMLFDDGPLFTER | 34 | INEADYVNIHVGDEC | 55 |FLIIHKENIEKNGSEH | 76 | KSVIOKGKLSYYDIV
14 |MLFDDGPLFTERNZV | 35 |ADYVNIHVGDRCYSR| 56 | [HEENIENGSEHNFD | ff | IQEGELSYYDIVEVN
15 | DDGPLFTERNAVEYD | 36 | VNIHVGDRCYSRVGE | &f |ENIKNGSEHNFDELW | 8 | GKLSYYDIVEVHELY
16 | PLFTERMAVKYDOQOL | 37 | HVGDRCYSEVGKSFR| B8 |ENGSEHNFDKLWENN | 79 | SYYDIVEVNELYECP
17 | TERNAVEYDOOLWEN | 38 | DRCYSRVGESFRGGP | 59 |SEHNFDELWENNIRT | 80 | DIVEVNELYECPPVN
18 | NAVKYDOOLWENGEI | 39 | YSEVGKSFEGGPCPL| 60 |NFDXLWENNTETIGP | 81 | KVNELYKCPPVNPYP
19 |XYDOQLWPNGEIVYE | 40 | VGESFRGGPQPLSLG | @1 |ELWENNTRTIGEFDY | 82
20 | QOLWPNGEIVYEISE | 41 SFRGGPQPLSLGRGC | B2 | 83
21 |WENGEIVYEISPGLR | 42 | GGPQPLSLGRGCIDE| 63 | B4 |

Figura 39: Reconhecimento de epitopos de LALP-1 pelo soro de camundongos anti-rMEPLoOX.
Membrana contendo peptideos derivados da sequéncia primaria de LALP-1, testada com soro anti-
rMEPLox. Foi utilizado o anticorpo anti-IlgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o
substrato MTT-BCIP para a revelacéo dos spots reativos. Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos

correspondentes aos spots mais reativos, destacados em cinza.
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25
55

85

SmaseD

Spot# Peptide pot# Peptide Spot# Peptide pot# Peptide
1 MLEYIVLVLGCWSVL | 26 |[[PCDCGRNCEEYENF | 51 [GRAYIVLSIPDLNH | 76 RGLSRVNARVANRDS
2 [FIVLVLGCWSVLSQR | 27 |[DCGRNCREYENFNDF | 52 RYIVLSIPDLNHYPL | Jf [SRVNAAVANRDSANG
3 [LVLGCWSVLSQRROT | 28 53 PLSIPOLNHYPLIEG | 78 [NAAVANRDSANGEIN
4 [GCWSVLSQARQTDDE | 29 5§54 [[PDLNHYPLIRGFED | 79 [ANRDSANGEINKVY
5 [SVLSQRAQTDLEEER | 30 55 [LNHYPLIKGFRDOLT | 80 ROSANGFINKVYYWI
6 [SORRQTDDEERAGNR | 31 MNDFLEGLRSATTFGN | 5 PPLIKGFRDOLTKDG | 81 [RNGELINKVEYWLIVIR
7 [POTDDEERAGNRRPLI | 32 [LKGLRSATTEGNSKY | 5f [IKGFKDOLTKDGHPE | 82 [FINKVYYWIVDKRST
§ |DDEERAGNRRPIWIM | 33 [LRSATIPGNSKYQEK | 58 FHDOLIKDGHPELME | 83 [KVEYWIVDERSLILRD
9 [ERAGNERPIWIMGHM | 34 RTTPGNSKYQEKLVL | 59 DLTEDGHPELMEEVG | 84 [WIVDERSTTRDALD
10 [SNERPIWIMGRMVNE | 35 [PGNSKYQEELVLVVE | b0 KDGHPELMEKVGHDE | 85 [VDERSILRDALDAGV
11 RPIWIMGHMVNAIGQ | 36 [SKYQERLVLVVFDLE | §1 HPELMEKVGHDFSGN | 86 [RSTTROALDAGVDGL
12 WIMGEMVNAIGOIDE | 37 |OERLVLVVEDLKTGS LMEKVGHDFSGNDDI | 87 [TROALDAGVDGIMIN
13 [EMVNAIGOIDEFVN | 38 [LVLVVFDLETGSLYD | 63 KVGHDFSGNDDIGDV | 88 RLDAGVDGIMINYPD
14 [VWAIGOIDEFVNLGA | 39 [VVFDLKTGSLYDNQOA | 64 HDFSGNDDIGIVGKE | 89 RGVDGIMINYPDVIT
15 |IGOIDEFVHLGANSI | 40 [DLKTGSLYDNORNDA | §5 FGNDDIGDVGEAYRE | 90 |[DGIMTNYPLWITDVL
16 [IDEFVNLGENSIETD | 41 [TGSLYDNOANDRGKK | 66 PDIGDVGKAYRRAGL | 91 MTNYPIWITDVLNER
42 [LYDNQENDAGEKLAE | 67 [DVSHAYREAGITGH | 92 [fPOVITDVINEAAYK
43 NOANDAGRELAKNLL GRAYKEAGITGHIWG | 93 [VITDVINEARYRKKE
44 NDAGEXLAXNLLOHY | 69 PKHEAGITGHIWQSDG | 94 [DVINEARYREEFRVE
45 [GRKRLARNLIOHYWNN | 70 RGITGHIWOSDGITN | 95 WERAYRRKFRVATYD
46 [LARNLIQHYWHNGNN | 71 [GHIWQSDGITNCLP | 9f RYRRRFRVATYDDNP
A7 NLLOHYWNNGMNGGR | 72 [WOSDGITNCLPRGL | 97 [KEFRVATYDDNEWVI
ENPEYTYHGIPCDCG | 48 [QHYWNNGNNGGEAYL | {3 PDGITNCLPRGLSEV | 98 RVATYDDNPWVIFER
24 EYTYHEGIPCDCGENC | 49 WNNGNNGGRAYIVLS | 74 [[TNCLPRGLSRVNAR
25 [{HGIPCDCGRNCEEY | 50 [GNNGGRAYIVLSIFD | 5 [LPAGLSRVNARVEN

Figura 40: Reconhecimento de epitopos de LiD pelo soro de camundongos anti-rMEPLoOX.

Membrana contendo peptideos derivados da sequéncia primaria de LiD, testada com soro anti-rMEPLoX.

Foi utilizado o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato

MTT-BCIP para a revelacdo dos spots reativos. Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos

correspondentes aos spots mais reativos, destacados em cinza.
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SmaseD Laeta

15

45
75
Spot# Peptide Spot# Peptide pot# Peptide Spot# Peptide

1 PRIDNERPIWNLGHMVN 24 [LEEYTTPGNSEYREE 4] [EFIRTFEEVLETAG 70 PRERLEEIIKSRDSENG
Z RERPIWNLGHMVNAVE 25 [ITPGHSKYREEFIL 48 [[RIFEEVLETAGHEN 1 FEILIKSRDSENGEIS
3 [[WHLGHMVHAVEQIP 26 |[PGNSEYRERFILFVL 49 FEEVLETAGHENLLD 72 [[ESEDSENGFISEVY
4 [LGHMVNAVEQIPTFL 2f FEYRERFILFVLDLE H0 |VLEIAGHENLLDEVG {3 PRDSENGFISEVYYWS
5 MVIRAVEQIPTFLNDG 28 PREFKFILFVLDLETIGS 5 [AGHENLLDEVGYDL 74 ENGFISEVYYWSVIE
6 PVEQIFIFLNDGANA 29 [FILFVLDLEITGSLNN h2 HENLLIEVGYDLSGP 5 [FISEVYYWSVIEYST
f PRIPIFLNDGANAIEA 30 [FVLDLETGSLHNWNHEV 53 ELLDEVGYDLSGPYWE 6 FEVYYWSVDEYSITET
8 [[FLNDGANATEADIT 31 |PLEIGSLNNHEVEEA h4 FEVGYDLSGPYWESLPE ff [WSVDEYSTTRTALD
9 PWDGANAIEADITFEG 32 [[GSLNHHEVEEKAGEN H5 [FDLSGFYWPSLPSLD 8 [VDRYSTIRTALDVGV
10 RNARIEADITFEGAVE 33 [LHNNHEVREAGENVAE H6 FGPYWPSLESLDSVH 79 [STIRTALDVGVDGL
11 3 FEEVEEAGENVAEGLL 57 [EWPSLPSLDSVHERF 80 [RIALINGVDGIMIN
12 PITFEGRVFTYSYHG 35 PREAGENVAEGLLENY 58 FLPSLISVHEAFEFAR 81 PRLIVGVDGIMINYFY
13 [FEGRAVFTYSYHGTFEC 36 [CENVAEGLLENYWHN 59 FLDSVHERFEEAGVD 82 [VGVDGIMINYFPYVII
14 RVFTYSYHGTPCDFG 3  [VARGLLENYWHNGHNN 60 FVHEAFEFKAGVDGHV 83 |PGIMTHYPYVIIDVL
15 [YSYHGIPCDEGRIC 38 [FLLENYWHNGHNGGER b1 EAFEEAGVDGHVWLS 84 MINYPYVIIDVLHEN
16 [HGTFCDFGRDCIEW 389 ENYWNNGHNGGEAYV FEAGVDGHVWLSDGL 85 [PYVIIDVILNENGYE
17 [PCOFGRDCIEWEYF A0 WHNGNHGGEAYVVLS 63 [FYVDGHVWLSDGLTHW 86 [VIIDVLNENGYRDEY
18 PFGRDCIRWEYFDVE 41 [HNGGEAYVVLSLED bd [FHVWLSDGLTHWAEL 8f |PVLNENGYEDEYRLA
19 RODCIEWEYFDVFLET 47 [GGRAYVVLSLFPDIRH 65 [WLSDGLTHWARLGIOM 88 WNENGYFDEYRLATYD
20 [EWEYFDVFLETLEE 43 PRYVVLSLPDIZHYEF 66 PGLINWAKLGIMARL 89 [YRDRYRLATYDDNP
21 EYFODVFLRTLEEYTT A4 [VLSLPDIAHYEFIRT 6f [NWARKLGDMARLEEI 90 [PEYRLATYDDNFWET
22 |[DVFLRTLEEYTTPGN 45 [LFDIAHYEFIETFEE PELGDMARLKEIIKS 91 RELATYDDNPWETFEN
23 [LETLREYTTPGHSEY A6 [[AHYEFIRTFEEVLE 69 [FOMARRLEEIIESREDS

Figura 41: Reconhecimento de epitopos de SmaseD de L. laeta pelo soro de camundongos anti-

rMEPLox. Membrana contendo peptideos derivados da sequéncia primaria de esfingomielinase D de

Loxosceles laeta, testada com soro anti-rMEPLox. Foi utilizado o anticorpo anti-lgG de camundongo

conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a revelacdo dos spots reativos.

Abaixo, as sequéncias dos pentadecapeptideos correspondentes aos spots mais reativos, destacados em

cinza.
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5 DISCUSSAQO

Os acidentes com aranhas Loxosceles séo a terceira maior causa de acidentes
envolvendo animais pecgonhentos (Pauli et al. 2006). O loxoscelismo representa
importancia médica e econbmica, pois além dos casos de morte, existem os de
morbidade, em que o acidentado pode ser afastado do mercado de trabalho pelas
sequelas do quadro.

A vacinologia estrutural € um ramo da biologia emergindo como uma
plataforma promissora para a identificagdo de antigenos protetores eficazes. Esta
tecnologia decorre da observacdo de que os epitopos que induzem respostas
imunitarias protetoras estéo restritos a dominios especificos dentro de uma proteina
imunogénica. Assim, uma vez que os dominios sdo identificados e expressos numa
forma recombinante, podem ser utilizados como potentes imundégenos desprovidos de
outras regides que sao irrelevantes do ponto de vista da vacina, ou ainda, de um soro.
Uma das vantagens de trabalhar com dominios de proteinas é que eles sédo
estruturalmente ordenados, e podem ser manipulados in vitro, permitindo a construcao
de proteinas de fuséo sintéticas hospedando dois ou mais dominios imunogénicos.

Desde que o mapeamento de epitopos conformacionais e lineares foi utilizado
para construir a rLiD1 por Kalapothakis e colaboradores em 2002, e que esta mostrou
capacidade neutralizante da atividade dermonecrética do veneno loxoscélico, nosso
grupo tem buscado a sintese de imundégenos ndo toxicos que também inibam a
dermonecrose e que sejam ainda capazes de neutralizar outras atividades do veneno.
Em 2011 J. de Moura e colaboradores conseguiram neutralizar in vivo alguns dos
efeitos biolégicos do veneno de L. intermedia com anticorpos gerados com peptideos
de mimotopos de SmaseD. Dois anos depois, Ramada e colaboradores também
fizeram o uso de outros peptideos de SmaseD para neutralizar algumas atividades do
veneno in vitro.

Proteinas quiméricas recombinantes tém sido usadas em estudos de vacinas
contra parasitas, como Schistosoma spp (Hora, 2006) e Leishmania spp (Saljoughian
et al. 2013), por exemplo. Apesar destes trabalhos mensionarem a baixa
imunogenicidade de proteinas recombinantes, a primeira quimera de epitopos
loxoscélicos produzida por nosso grupo, rCpLi, demonstrou reatividade maior em
ELISA frente a rLiD, quando comparada ao soro anti-loxoscélico e foi capaz de
neutralizar os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta in vivo (Figueiredo et. al
2014). Os dados deste trabalho mostram que a engenharia de proteinas € uma forte

candidata para o desenvolvimento de soros e vacinas que podem ajudar no problema
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do loxoscelismo.

Como o veneno possui outras atividades importantes além da dermonecrose,
surgia a necessidade de criar uma proteina recombinante capaz de neutralizar todas
as atividades do veneno importantes ao loxoscelismo. Em nossos resultados, os
ensaios com membranas de SPOT contendo peptideos mostraram-se promissores
para 0o mapeamento de epitopos, com o0s soros anti-hialuronidase e anti-
metaloprotease sendo pecas chaves para determinar as sequéncias adicionais
importantes para o reconhecimento e composi¢cao da quimera proposta.

A expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli é bem
caracterizada e é o sistema de expressao heter6loga mais utilizado devido a sua
praticidade e baixos custos (Sahdev et al., 2008). A cepa eletrocompetente BL21 de E.
coli foi selecionada para este trabalho por ser deficiente na producdo de suas
proteases naturais e por manter estaveis os plasmidios de expressao. Além disso,
outros trabalhos que produziram toxinas recombinantes de Loxosceles intermedia
(Chéavez et al. 2006; Chaim et al, 2007; Da Silveira et al .2007; Mendes et al. 2013)
obtiveram uma alta eficiéncia com a mesma.

A obtencéo de proteinas na forma solluvel é um desafio enfrentado por quem
trabalha com expressédo de recombinantes. Nao diferente, a producdo desta proteina
guimera ganha certo grau de dificuldade por ela se encontrar disponivel na porcéo
insoltvel do lisado bacteriano, precisando entdo ser solubilizada em uréia para a
purificacdo e depois passar por processos de remocéo de uréia. Como demonstrado,
duas bandas de massa bastante proximas foram obtidas da purificacdo. A presenca
destas duas bandas pode ser devida ao processamento diferencial da sequéncia sinal
para expressao no periplasma. Na situacao esperada, a sequéncia sinal pelB leader
levaria a proteina expressa ao espaco periplasmatico, onde se localiza peptidase
especifica que clivaria tal sequéncia. Possivelmente por falha neste transporte, parte
da proteina expressa pode ter ficado retida no citoplasma, nao sofrendo o
processamento esperado. A sequéncia sinal (MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA)
apresenta massa molecular de 2228.7 Da, de modo que a rMEPLox ndo processada
apresentaria massa de 21.6 kDa, sendo compativel com o que foi observado no gel.
Mais tardiamente, ambas as bandas se mostraram igualmente reativas hum ensaio de
Western Blot (Fig. 21), como esperado para rMEPLox.

Os imunoensaios iniciais mostram que a rMEPLox ndo foi fortemente
reconhecida pelos soro aLiV, o que era de se esperar, pois a proteina produzida
representa uma por¢cdo muito pequena do veneno inteiro. No entanto, ela se mostrou
especificamente reconhecida pelos soros arLiD1l, alLALP, aHyalo e arLiD1

demonstrando que a proteina compartilha epitopos com as proteinas que deram
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origem aos referidos soros.

Inicialmente, os soros produzidos em coelhos com as primeiras doses de
rMEPLox mostraram-se capazes de reconhecer todos os venenos testados denotando
a eficicia da proteina quimera em estimular resposta imune humoral direcionada para
0 veneno loxoscélico. Além disso, a imunizagdo mostrou um potencial papel protetor,
pois ap0s o periodo de trés meses os coelhos ainda produziam anticorpos reativos. Os
individuos do grupo ndo respondiam da mesma forma, mas essa diferenca foi
atenuada e a reatividade melhorada apds o novo ciclo de imuniza¢des. A escolha dos
venenos dos ensaios esta relacionada com a importancia médica brasileira, ja que L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta sdo as espécies mais notificadas em acidentes. Um
ensaio com veneno de L. similis também foi realizado, pois o nimero de casos de
acidentes envolvendo esta espécie vem crescendo no pais, e os resultados mostram
gue o soro anti-rMEPLox é capaz de reconhecer este veneno.

No6s demonstramos por Western Blot que o soro anti-rMEPLox reconhece
algumas bandas do veneno de L. intermedia. Foram identificados componentes do
veneno com massas moleculares que corresponderiam as toxinas Hialuronidase (43
kDa), SmaseD (32-35 kDa) e Metaloprotease (29 kDa).

Os epitopos das principais toxinas do veneno foram fortemente reconhecidos
pelo soro anti-rMEPLox produzido em coelhos, no ensaio de SPOT, confirmando o
sucesso da producdo da quimera proposta. O soro produzido apresenta inclusive,
reatividade maior que os inicialmente testados para o mapeamento, mostrando uma
alta especificidade. As trés regibes antigénicas reconhecidas para LALP-1
correspondem aos trés epitopos resultantes do mapeamento. Dos dois epitopos de
LIHYAL selecionados para a quimera, um s6 foi reconhecido na membrana, ja que o
segundo nao foi selecionado com base em antigenicidade, e sim pelo potencial
neutralizante. Na membrana de LiD, duas regides reativas correspondem a dois
epitopos mapeados por spot. O terceiro epitopo de LiD ndo apresenta reatividade na
membrana pois é um epitopo conformacional que foi mapeado por Phage Display.
Nenhum epitopo foi identificado por este soro na membrana de SmaseD de
Loxosceles laeta. E provavel que isso se deva pelo fato de que o epitopo de SmaseD
de L. laeta proposto foi mapeado por Ramada e colaboradores em 2013 utilizando
soro de cavalos hiperimunes, ou seja, é natural que soros produzidos em outros
modelos animais ndo atuem exatamente da mesma forma.

O ELISA de IgG policlonal frente aos venenos mostrou que ha uma alta
resposta para o veneno de L. laeta, informacéo contundente com a encontrada em
outros trabalhos (Barbaro et al. 2001) que mostram uma maior imunogenicidade para

este veneno. A resposta para L. intermedia também foi alta, fato esperado, uma vez
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gue a maioria dos epitopos que compdem a rMEPLox sdo derivados de toxinas
presentes no veneno desta espécie.

Os ensaios in vitro por nés propostos analisaram as atividades fibrinogenolitica,
hialuronidasica e gelatinolitica tanto do veneno, quanto da proteina expressa. A
capacidade de neutralizacdo destas atividades pelo soro produzido também foi
avaliada. Em relacdo a rMEPLoX, os resultados mostram que, como nao apresentou
nenhuma das atividades citadas, a rMEPLox é talvez mais adequada a ser utilizada
como imundgeno, uma vez que, ndo possui atividades enzimaticas que poderiam
reproduzir os efeitos deletérios do veneno causados aos animais.

As hialuronidases consomem o acido hialurbnico que compde a matriz
extracelular e os tecidos conjuntivos, favorecendo a difusdo do veneno pelos demais
tecidos. Na concentracdo de 6,6 ug, o veneno de L. intermedia apresenta 50% de
atividade hialuronidasica. Por ser um experimento que mensura turbidez, e as proprias
amostras de IgG - tanto dos coelhos imunes, quanto dos ndo imunes - apresentarem
um valor de absorbéancia alto, mesmo purificadas, ndo é possivel realizar ensaios de
neutralizagdo por esta técnica. Sendo assim, consideramos como experimentos de
neutralizagdo in vitro apenas 0s ensaios que avaliam emisséo de fluorescéncia ou
aqueles demonstrados em gel SDS-PAGE.

O veneno de L. intermedia atua como a-fibrinogenase, clivando a cadeia Aa do
fibrinogénio, colaborando para falhas na hemostase, contribuindo para o agravamento
do loxoscelismo. Quando o veneno é incubado com anti-rMEPLox em concentracdes
acima de 40 pg, é possivel notar que a hidrélise da cadeia alfa ndo ocorre
completamente (as cadeias Aa, BB e y estdo presentes no SDS-PAGE apoés
incubacdo de 16h com o complexo veneno-anti-rMEPLoOX) sugerindo uma possivel
protecdo dos anticorpos anti-rMEPLox. Ja o soro anti-rCpLi ndo demonstrou
capacidade de neutralizar a fibrogenélise, uma vez que mesmo com a pré-incubacéo
de 100 ug de anticorpo, o veneno foi capaz de lisar a cadeia Aa do fibrinogénio.

A matriz extracelular serve como um suporte que estabiliza as estruturas
teciduais e também exerce influéncia no desenvolvimento, migragdo, proliferagéo,
formato e metabolismo das células que estdo em contato com ela. Como demonstrado
in vitro, o veneno de L. intermedia consome o colageno desnaturado (gelatina), que
também é componente da matriz extracelular. Os anticorpos anti-rMEPLOX, na
concentracdo de 50 pg, reduziram a atividade gelatindsica do veneno em 41,66%, o
gue ajudaria a manter a integridade dos tecidos da vitima, provavelmente atenuando
0s sintomas hemorragicos e necrosantes do loxoscelismo. Nas mesmas condicdes e
concentracao, os anticorpos anti-rCpLi ndo inibiram a atividade gelatinasica do veneno

de L. intermedia.
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Os resultados dos ensaios de atividade fibrinogenolitica e gelatindsica denotam
uma diferenga nos soros anti-rCpLi e anti-rMEPLox. As metaloproteases estéo
envolvidas nestas atividades, sendo assim, era esperado que apenas a rMEPLoXx
gerasse anticorpos inibidores delas, pois contém trés epitopos de LALP-1. Isso indica
beneficios da inclusdo destes epitopos na sequécia da proteina ao carater
neutralizante do soro.

A principal caracteristica do veneno das aranhas marrom é a atividade
dermonecrética. Noventa dias ap0s a Ultima dose do segundo ciclo de imunizacéo, os
coelhos foram submetidos a um ensaio de atividade dermonecrotica. O coelho n&o
imune apresentou uma forte necrose na pele, caracteristica do loxoscelismo cutaneo e
o coelho vacinado com a proteina rMEPLox apresentou apenas uma vermelhiddo no
local, resposta muito parecida a que tivemos com o coelho vacinado com pool de
venenos. Este resultado mostra que a proteina quimera por nés proposta, tem
caracteristica protetora quando utilizada como vacina. Apds as 72 horas de
observacao, amostras de sangue dos animais foram recolhidas para analises clinicas
na Escola de Veterinaria — UFMG. Esta analise esta em andamento.

Todos os resultados foram comparados com os obtidos em ensaios com soro
de animais ndo imunes, aquele grupo de coelhos que receberam injecdes de
adjuvante com apenas PBS. Esta comparacao foi importante para que pudéssemos
afirmar que nossa proteina quimera foi responsavel por produzir anticorpos especificos
e protetores e que um simples soro de coelho néo teria estas mesmas caracteristicas.

Juntos, estes dados mostram que 0 soro proposto por este trabalho é uma
alternativa viavel as ja existentes, com vantagens a respeito de uma imunizacao néo
toxica, mais barata e com menor uso de animais. Diante destes bons resultados
obtidos, nossa proposta foi produzir anticorpos anti-rMEPLox por hibridomas.

A producado de anti-venenos a partir de animais imunizados tem sido alvo de
discussdo de muitos trabalhos. Desde meados dos anos 90, alguns autores tém
demonstrado um grande interesse em extinguir ou diminuir o0 uso de animais na
producédo industrial de anticorpos. Tal preocupacéo € reflexo dos altos custos e do
sofrimento e exploracdo animal no processo de imunizacdo (White, 2001; Meyer,
2003) e foi aos poucos tornando-se tendéncia mundial com o surgimento de um
programa denominado 3 Rs (Reduction, Refinement, Replacement), proposto por
Willian Russell e Rex Burchque em 1959. Estes autores discutem a importancia de
além de diminuir o nimero de animais para a pesquisa, contribuir para o bem-estar
animal minimizando dor e desconforto, e incentivam a criagdo e uso de ensaios in
vitro.

Na producdo de anticorpos pela técnica de fusdo celular, os anticorpos de
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interesse, que sdo produzidos por um unico clone de linfécito B, sdo secretados
continuamente por células imortalizadas. Apesar de ndo ser uma técnica barata, seu
uso é justificavel uma vez que permite excluir toda a etapa de imunizacdo para a
obtencéo de anticorpos, anulando o uso de animais e 0s gastos excessivos que Sao
gerados na técnica tradicional de producédo de anticorpos policlonais. Outra vantagem
diz respeito aos hibridomas, uma vez que eles podem ser facilmente congelados,
estocados e descongelados varios anos depois sem alteragbes das suas
caracteristicas; enquanto que anticorpos policlonais séo inconstantes, no sentido de
gue as caracteristicas dos anticorpos purificados refletem o exato momento no qual o
sangue foi retirado do animal.

Nossos resultados iniciais da producédo de anti-rMEPLox em camundongos
mostram que, assim como os produzidos em coelho, os anticorpos dos camundongos
reconhecem todos 0s venenos testados e também reconhecem epitopos do
mapeamento de SPOT. Os epitopos reconhecidos na membrana de LiD e de
metaloprotease coincidem com aqueles reconhecidos pelos soros de coelho. Ja na de
hialuronidase n&o houve reatividade, o que poderia ser explicado por estes epitopos
terem sido selecionados com soro de coelho e com base na regido de sitio ativo, como
ja explicado. Surpreendentemente o soro de camundongos foi capaz de identificar o
epitopo de Smase D de L. laeta, mesmo este tendo sido mapeado com soro de cavalo.
E importante ressaltar que os controles negativos de todos estes imunoensaios,
realizados com soro de camundongos nao imune, ndo apresentam reacao,
ressaltando mais uma vez a especificidade do soro anti-rMEPLox. Estes resultados
indicam a viabilidade da producéo de anticorpos anti-rMEPLox em hibridomas.

Os resultados encontrados neste trabalho apontam a rMEPLox como forte
candidata na producdo de anticorpos para uso clinico e também como vacina. Pela
primeira vez, uma proteina contendo epitopos de vérias toxinas diferentes foi utilizada
para produzir um soro antiloxoscélico. Os anticorpos anti-rMEPLox produzidos por
hibridomas certamente serdo muito importantes frente ao loxoscelismo, abrindo um
novo panorama ha pesquisa em busca de um tratamento mais especifico e

principalmente diminuindo o uso de animais no processo de producéo.
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6 CONCLUSOES

i. A técnica de SPOT foi eficiente para mapear epitopos de toxinas loxoscélicas;

ii. A proteina rMEPLox foi capaz de induzir a produgéo de anticorpos anti-rMEPLox em

coelhos e camundongos;

iii. Os anticorpos anti-rMEPLox reconhecem em ELISA os venenos de L. intermedia,

L. gaucho, L. laeta e L. similis;

iv. Os anticorpos anti-rMEPLox reconhecem epitopos das principais toxinas
loxoscélicas: esfingomielinase-D, metaloprotease e hialuronidase pela técnica de
SPOT.

v. A proteina rMEPLox ndo apresentou atividades toxicas nem letais;

vi. Os anticorpos anti-rMEPLox diminuiram significativamente a acéo do veneno de L.

intermedia em ensaios in Vitro;

vii. A rMEPLox conferiu protecdo a dermonecrose a um animal vacinado;
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7 PERSPECTIVAS

e Analisar a alteracdo de parametros bioquimicos das amostras de sangue
dos coelhos utilizados em ensaios deste trabalho;

e Verificar alternativas de sistemas de producdo em larga escala da proteina
rMEPLoOX;

e Caracterizagao da estrutura da proteina rMEPLoOX;

e Produzir soro anti-rMEPLox para uso terapéutico em cavalos;

e Concluséo da producédo dos anticorpos anti-rMEPLox em hibridomas, assim

como todos os testes para comprovar seu poder neutralizante;

e Uma vez que obtivermos sucesso com 0s anticorpos produzidos em
hibridomas, a proposta é o uso destes anticorpos em testes para sua

aprovacao em uso clinico e producédo em larga escala;
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