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RESUMO

Acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles sdo responsaveis por emergéncias
médicas em varios paises da América do Sul. A espécie Loxosceles laeta esta presente
principalmente no Brasil e Peru, e € responsavel por um niimero expressivo de acidentes
nestes paises. Para otimizar a caracterizacdo dos componentes do veneno de L. laeta e
revelar possiveis variagdes deste, fornecemos uma visao geral das toxinas presentes na
glandula de veneno de L. laeta peruana, usando uma biblioteca de cDNA sequenciada por
MiSeq (Illumina), e comparamos os dados obtidos com o transcriptoma baseado em
Expressed Sequence Tags (EST) de glandulas de veneno de L. laeta brasileira de
Fernandes-Pedrosa, 2008. A técnica de SPOT consiste na sintese de peptideos em uma
membrana de celulose e ¢ uma ferramenta simples e de baixo custo para aplicagdes
biotecnoldgicas e estudos de grande nimero de dados, como ¢ o caso da analise
transcriptomica de L. laeta. Apesar disso, esta técnica torna-se exaustiva quando uma
grande quantidade de sequéncias com diferentes especificacdes ¢ utilizada, devido ao
extenso tempo gasto para producdo das membranas e a andlises manuais dos
imunoensaios, além do gasto excessivo de materiais e reagentes. Por estes motivos,
desenvolveu-se a ferramenta PepLess, um sistema inovador capaz de selecionar e analisar
um grande nimero de sequéncias simultaneamente, permitindo uma redugdo consideravel
na quantidade de membranas produzidas. Com este sistema, ¢ possivel a elaboracao de
membranas com qualidade e especificidade e automaticamente analisar os resultados
obtidos nos imunoensaios. Desta forma, todas as técnicas que anteriormente seriam
realizadas de forma manual para a producdo e utilizagdo de membranas para SPOT
synthesis poderdo ser automaticas, rapidas e faceis, permitindo a geracdo de resultados
com melhor eficdcia e qualidade e transformando esta técnica em uma poderosa
ferramenta para analises complexas. Para comprovar a eficiéncia e eficacia da ferramenta,
utilizou-se dois estudos de caso: A andlise completa do transcriptoma de aranhas
Loxosceles laeta de origem peruana e a produgdo de membrana de SPOT com os

transcritos das principais serpentes do género Micrurus presentes na América do Sul.

Palavras-chave: Peptideos; Spot synthesis; Bioinformatica; Loxosceles; Micrurus.



ABSTRACT

Accidents involving spiders of the Loxosceles genus are responsible for medical
emergencies in several countries in South America. The species Loxosceles laeta is
mainly found in Brazil and Peru, and it is responsible for an impressive number of
accidents in those countries. To further characterize the components of the L. laeta venom
and reveal possible variations in the particular Peruvian population, we provide an
overview of the toxins present in the Peruvian L. laeta venom gland, using a cDNA library
sequenced by the MiSeq sequencer (Illumina), and compared the data obtained with the
transcriptome based on Expressed Sequence Tags (EST) of venom glands of Brazilian L.
laeta from Fernandes-Pedrosa, 2008. The SPOT consists in the synthesis of a large
number of peptides on a cellulose membrane, and it is a simple and low-cost tool for
biotechnological applications and studies with large numbers of data, as is the case of the
transcriptomic analysis of Peruvian L. laeta. Nevertheless, this technique becomes
exhaustive when a large amount of sequences with different specifications is used, due to
the extensive time taken to produce membranes and manual analysis of immunoassays,
in addition to the excessive expenditure of materials and reagents. For these reasons, the
PepLess tool was developed. It is an innovative device capable of selecting and analyzing
a large number of sequences simultaneously, allowing a considerable reduction in the
amount of membranes produced. With this system, it is possible to elaborate membranes
with quality and specificity and automatically analyze the results obtained in the
immunoassays. In this way, all the techniques that would previously be performed
manually for the production and use of membranes for spot synthesis, can be automatic,
fast and easy, allowing the generation of results with better efficiency and quality and
transforming this technique into a powerful tool for complex analysis. To prove the
efficiency and effectiveness of the tool, two case studies were used: The complete
transcriptome analysis of Loxosceles laeta spiders of Peruvian origin and production of

SPOT membrane with transcripts of the main Micrurus snakes present in South America.

Keywords: Peptides; Spot Synthesis; Bioinformatics; Loxosceles; Micrurus.
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1.1. INTRODUCAO

1.1.1.  AS ARANHAS

As aranhas, presentes no filo dos artrépodes, agrupadas na classe Arachnida e na
ordem Araneae, possuem grande capacidade de adaptacdo em diversos ambientes
(OLIVEIRA; SILVA, 2009). Elas estao divididas em 129 familias, 4.228 géneros e
49.669 espécies (World Spider Catalog, 2021).

Elas possuem o corpo morfologicamente dividido em cefalotérax anterior e abdomen
posterior, conectados pelo pedicelo, uma estrutura flexivel responséavel pela sustentacao.
O cefalotérax ¢ divido em quatro pares de apéndices e os olhos sdo localizados na regido
cefalica. De acordo com cada familia e/ou espécie, a quantidade de olhos pode variar
entre oito, seis, quatro ou dois olhos. Além disso, as fiandeiras, responsaveis pela
externalizacdo da seda produzida, sdo localizadas na regido ventral posterior. Na regido
bucal ¢ possivel observar um par de queliceras que terminam em presas que se
assemelham a garras, responsaveis por projetar o veneno a partir de dutos (CARVALHO;

BONALDO; BRESCOVIT, 2007; JUNIOR; POLEGATTO, 2008) (Figura 1).

Heart . .
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Intestine
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Brain Sucking stomach Aorta,

Simpl
imple eye\/
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Malpighian tubule
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Book lung

Fang Digestive cecum Sperm receptacle Silk gland Spinneret

Figura 1: Morfologia das aranhas. Representacio esquematica geral de Araneae e todos

os seus orgaos. (Fonte: COMSTOCK, 1996)

Apesar de uma alimentacdo carnivora baseada em insetos, os acidentes com mordidas
de aranhas sdo considerados emergéncias clinicas em varios paises tropicais, ja que os
sinais e sintomas podem ser preocupantes ¢ desafiadores. Normalmente, os acidentes

ocorrem em areas rurais, mas, com o crescimento urbano acelerado, as aranhas estdo cada
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vez mais procurando abrigo e alimento em cidades grandes, onde possuem poucos
predadores naturais e hd favorecimento do crescimento descontrolado e dispersdo das
mesmas (ABREU; BERNARDE; MOTA DA SILVA, 2015).

Na América do Sul, especialmente no Brasil, trés géneros de aranhas sdo responsaveis
pelos casos de acidentes e envenenamentos. Sao eles: Phoneutria (armadeira), Loxosceles
(aranha-marrom) e Latrodectus (viuva-negra). Dentre estes trés gé€neros, as aranhas
Loxosceles sao responsaveis pelo maior nimero de acidentes, além de apresentarem

maior letalidade (ABREU; BERNARDE; MOTA DA SILVA, 2015) (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicio de acidentes por género de aranha causadora, de acordo com
a faixa etaria das vitimas, entre 2007 e 2021. Numero de casos entre aranhas dos

géneros Phoneutria, Loxosceles e Latrodectus (Fonte: SINAN/SVS/MS3).

Numero de casos - Periodo: 2007-2021
Faixa Etaria Phoneutria Loxosceles Latrodectus

<1 Ano 549 1.410 34

1-4 2.072 5.519 78

5-9 2.362 4.707 95
10-14 2.392 4.938 112
15-19 3322 8.667 137
20-39 16.428 42.743 582
40-59 18.725 33.101 472
60-64 4.059 4.880 68
65-69 3.218 3.436 74
70-79 3.798 3.394 79
80e+ 1.092 959 24
Total 58.027 113.769 1.755

1.1.2. ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES

Por serem o género responsavel pelos mais importantes acidentes na América do Sul,
as aranhas do género Loxosceles foram escolhidas como foco de estudo deste Capitulo.
Elas sio encontradas nas Américas, Africa, Europa e Oceania, possuindo, até o momento,
141 espécies diferentes descritas (ultima atualizagdo em margo de 2021) (WORLD
SPIDER CATALOG, 2021) (ISBISTER e FAN, 2011). Nas Américas, a maioria destas
espécies sdo encontradas principalmente na América do Sul de forma endémica (Figura

2).
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Figura 2: Distribuicdo das espécies de Loxosceles na (A) América do Norte, (B)

América Central e (C) América do Sul (Fonte: PLATNICK, 2019).
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Na América do Sul, o Brasil e o Peru s3o os paises com maiores numeros de acidentes
com aranhas do género Loxosceles. No Brasil, as principais espécies responsaveis pelos
envenenamentos sdo Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e Loxosceles laeta. Ja no
Peru, a maioria dos casos ocorrem com Loxosceles laeta, € por seu alto nimero de relatos
fatais neste pais, ela também ¢ conhecida como “aranha assassina” (Ministério da Saude,
2011; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004; MAGUINA-VARGAS et al., 2004).

No Brasil, elas sdo conhecidas como “aranha marrom” ou “aranha violino” por sua
colora¢do amarronzada e uma mancha escura em seu cefalotérax que lembra a forma de
um violino. Normalmente medem cerca de 2 a 3 centimetros e possuem 3 pares de olhos
(VETTER; VISSCHER; D, 1998; CHATZAKI et al., 2012; DA SILVA et al., 2004;
SWANSON; VETTER, 2006) (Figura 3).

C D —

Figura 3: Espécimes adultos de Loxosceles laeta coletados no Municipio do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil. (A) Fémea em vida, (B) macho em vida, (C) fémea preservada e (D)

macho preservado (Adaptado de SILVEIRA, 2009).
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1.1.3. LOXOSCELISMO, SEU DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Os acidentes causados pelas aranhas do género Loxosceles sdo conhecidos como
“Loxoscelismo”. Neste tipo de acidente, ¢ possivel que o paciente apresente duas formas
distintas do Loxoscelismo: a primeira forma, menos grave e que afeta apenas a area no
corpo do paciente em que ocorreu o acidente ¢ chamada de Loxoscelismo cutineo; e a
segunda forma, mais complexa e perigosa para a vida do paciente: Loxoscelismo
sistémico (MINISTERIO DE SAUDE, 2001).

A forma cutinea se desenvolve de 2 a 8 horas apo6s o acidente, com dor, edema e
eritema no local da mordida. De 24 a 72 horas, a lesdo pode se tornar mais caracteristica,
apresentando bolhas de conteudo seroso, dor, queimagdo e lesdes hemorragicas
mescladas a 4reas mais palidas e com necrose. Entre 7 a 12 dias a lesdo pode se
desenvolver para uma necrose seca que, algumas semanas depois, pode deixar uma ulcera
de dificil cicatrizacdo. Esta forma cutidnea ¢ responsavel pela maioria dos casos de
Loxoscelismo, correspondendo a cerca de 87% a 98% dos casos (DA SILVA et al., 2004;
HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004; MINISTERIO DE SAUDE, 2001; SILVEIRA,
2009) (Figura 4).

Figura 4: Loxoscelismo cutineo. Evolugdo de um paciente com quadro de
Loxoscelismo cutdneo, mostrando dias seguidos apos a picada: (A) 5 dias, (B) 27 dias,

(C) 41 dias e (D) 76 dias. (Fonte: WEN, 2009)

Ja o Loxoscelismo sistémico apresenta manifestagdes clinicas causadas por
hemolise intravascular, onde observa-se, nas primeiras 24 horas, um paciente com

ictericia, anemia ¢ hemoglobinuria, além de petéquias e equimoses. Caso evolua mais
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gravemente, o paciente pode desenvolver problemas renais, chegando a insuficiéncia
renal aguda, que ¢ a principal causa de 6bito causada pelo Loxoscelismo (Figura 5).
Apesar de grave, o Loxoscelismo hemolitico esta presente em apenas 1% a 13% dos casos

de Loxoscelismo (MINISTERIO DE SAUDE, 2001).

Figura S: Loxoscelismo sistémico. Evolucao da urina de um paciente com Loxoscelismo
sistémico, em que ¢ possivel observar alteracao de coloracdo de amarelado para vermelho
escuro, de acordo com o nivel de fungdo renal comprometida. (Fonte: MAGUINA-

VARGAS C., 2006).

A classificacdo dos acidentes com aranhas Loxosceles é feita de acordo com as
alteracdes apresentadas pelo paciente nos exames fisicos e laboratoriais adicionado a
identificacdo, quando possivel, da aranha. Os casos leves apresentam lesdo ndo
caracteristica, sem outras alteragdes. Ja os casos moderados possuem lesdo caracteristica
sem outras alteracdes, e 0s casos graves apresentam além da lesdo caracteristica,
alteracdes laboratoriais de hemolise intravascular (MINISTERIO DE SAUDE, 2001).

Tanto no Brasil quanto no Peru, a espécie L. laeta é responsavel por um nimero acima
do esperado de acidentes que possuem progressao perigosa, sendo responsavel por até
mesmo o dobro de casos em relacdo ao Loxoscelismo cutaneo no Peru (GONCALVES-
DE-ANDRADE; VILARINHO TAMBOURGI, 2003; HERNAN; ZAVALETA, 1997).

O tratamento para o Loxoscelismo possui como principais medicamentos a utiliza¢ao
de antissépticos, anti-histaminicos, antibidticos, anti-inflamatdrios, analgésicos, dapsona,
esteroides, oxigenagdo hibermadtica, procedimentos cirurgicos e a administracdo de
antivenenos, também chamados por diversos autores de “soros” (DA SILVA et al., 2004;
ISBISTER; FAN, 2011). Este ¢ indicado no Brasil quando se identifica um quadro de
hemolise visceral, ou quando a forma cutanea ¢ identificada nas primeiras 72 horas

(MINISTERIO DE SAUDE, 2001).
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Os soros disponiveis no Brasil sdo: soro anti-loxoscélico (utiliza veneno de L. gaucho,
L. intermedia e L. laeta) ou anti-aracnideo (utiliza veneno de aranhas L. gaucho e
Phoneutria nigriventer ¢ do escorpido Tityus serrulatus). No Brasil, estes soros sio
produzidos no Centro de Produ¢do e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI) — Curitiba, e
no Instituto Butantan — Sdo Paulo. J4 no Peru, produz-se apenas o soro anti-loxoscélico
no Instituto Nacional de Salud (INS) — Lima. A produg¢do do soro ¢ feita em cavalos, a
partir da inoculacdo de veneno bruto dos aracnideos de interesse (aranhas e escorpides),
associado a adjuvantes. Ap6s varios ciclos de imunizagdes, esses animais sao sangrados
€ os anticorpos presentes no plasma sdo quantificados. Quando a quantidade de anticorpos
for satisfatoria, realiza-se uma ultima maior sangria € o soro extraido do sangue ¢
processado e utilizado como tratamento para o envenenamento (HOGAN; BARBARO;
WINKEL, 2004).

Todo esse processo provoca reducao da expectativa de vida dos animais peconhentos
devido a extracdo do veneno, uma vez que estes normalmente morrem durante o
procedimento. Além disso, a producdo dos antivenenos também causa sofrimento aos
animais utilizados para imunizacdo, os quais muitas vezes apresentam os efeitos toxicos
do envenenamento, como ulceras de dificil cicatrizagdo e problemas renais
(MINISTERIO DE SAUDE, 2001). Todos estes fatores demonstram que melhorias na
técnica de producdo de soros sdo necessarias e urgentes, levando grupos de pesquisa a

buscarem maneiras mais eficientes e de menor sofrimento para a realizacdo desta técnica.

1.1.4. CARACTERIZACAO DO VENENO LOXOSCELICO

Com a aparéncia de um liquido cristalino, o veneno da aranha Loxosceles, produzido
por seu par de glandulas no cefalotorax, ¢ constituido por uma complexa mistura de
proteinas e toxinas peptidicas. Devido a sua grande importancia médica, este veneno vem
sendo estudado a mais de um século e diversas caracteristicas ja foram elucidadas. Suas
proteinas sdo de baixa massa molecular, variando de 1 a 40 kDa. Entre as familias de
toxinas identificadas destacam-se as fosfolipases-D, metaloproteases, hialuronidases,
serinoproteases e peptideos com atividade inseticida (CHAIM et al., 2011, FEITOSA et
al., 1998).

Apesar dos diversos estudos toxinologicos, o veneno loxoscélico ainda gera muitas

discussoes e estudos, pois sua composi¢ao pode variar enormemente entre espécies.
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Analises gendmicas, transcriptomicas e protedmicas buscam identificar e quantificar

a presencga de toxinas, como ¢ o caso de Fernandes-Pedrosa e colaboradores em 2008, que

realizaram, através da técnica de Sanger, o sequenciamento para identificagdo de ESTs

de glandulas de veneno de L. laeta. Neste trabalho, identificou-se 16,4% de toxinas

conhecidas e 14,5% de possiveis toxinas (FERNANDES-PEDROSA et
(Figura 6, Tabela 2).

Possible Toxins

7 14,5%
//
Known Toxins
16,4%
Cellular Proteins
/ 333%
Mit/DNA/Vector
11,2%
N
“_NoHit

246%

al., 2008)

Figura 6: Classificacdo funcional dos transcritos das glindulas de veneno de

Loxosceles laeta. Grafico demonstrando a propor¢ao relativa dos diferentes tipos de

transcritos identificados: 33,3% de proteinas celulares, 24,6% de “no hit” (proteinas nao

identificadas ou desconhecidas), 16,4% de toxinas conhecidas, 14,5% de possiveis

toxinas e 11,2% de Mit./DNA/Vetor (Fonte: FERNANDES-PEDROSA, 2008).

Tabela 2: Identificacdo dos transcritos de alta abundéncia presentes na glandula de

veneno de L. laeta. (Fonte: FERNANDES-PEDROSA, 2008).

Groups Number of clusters Number of clones Clones/clusters % of total Putative identification
! 542 741 1.37 246 No Hit*
2 9l 489 5.37 16.3 Sphingomyelinase D*
3 59 248 4.20 82 Metalloproteinase®
4 83 105 127 35 Unknown Function*
5 9 75 833 25 Troponin
6 4 55 13.75 1.8 Actin
7 14 46 329 1.5 Hsp*
8 7 43 6.14 1.4 Elongation Factor
9 7 41 5.86 1.4 Salivary protein®
10 3 38 12.67 1.3 5'-nucleotidase™
I 7 36 5.14 1.2 Myosin
12 5 26 5.20 0.9 Chitinase*
13 4 23 5.75 0.8 Tubulin
14 2 23 11.50 0.8 LIM protein
15 3 22 3.67 0.7 PDI*
16 2 18 9.00 0.6 Venom allergen III*
17 6 15 2.50 0.5 Lectin®
18 12 14 117 0.5 Serine Protease™
19 2 13 6.50 0.4 ATP-binding
20 9 12 1.33 0.4 Ubiquitin
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O transcriptoma € um conjunto completo de transcritos em forma de moléculas de
RNA de parte de um genoma (RNAs mensageiros, RNAs ribossomicos, RNAs
transportadores € os microRNAs) (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009), que a partir
da utilizacdo do RNA-Seq, uma metodologia Next Generation Sequencing (NGS), o
revela pelo sequenciamento do DNA complementar (cDNA), gerando milhdes de
fragmentos de sequéncias curtas (reads).

Em 2010, Gremski e colaboradores realizaram uma analise transcriptomica de
glandulas de veneno de L. intermedia. Neste trabalho, identificou-se 43,5% de toxinas e

2,9% de proteinas hipotéticas (GREMSKI et al., 2010) (Figura 7, Figura 8).

Hypothetical proteins
2.9%

L. laeta ::DNA Toxins
31.5% 43.5%

No hits
12.2% Cellular Processes
9.9%

Figura 7: Classificacdo funcional dos transcritos das glindulas de veneno de
Loxosceles intermedia. Grafico demonstrando a proporg¢ao relativa dos diferentes tipos
de transcritos identificados: 43,5% de toxinas, 31,5% de cDNA de L. laeta, 12,2% de “no
hit”’, 9.9% de proteinas envolvidas em processos celulares e 2,9% de proteinas hipotéticas

(Fonte: GREMSKI, 2008).
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Figura 8: Identificacido dos transcritos de alta abundancia presentes na glandula de
veneno de L. intermedia. Apresentacdo grafica das porcentagens de transcritos
identificados: 22,6% de metaloprotease, 20,2% de fosfolipase-D, 32,1% de LiTx3, 11,4%
de LiTx2, 6,2% de LiTx1, 3,8% de LiTx4, 2,4% de neurotoxina Magi 3, 0,5% de
serinoprotease, 0,4% de TCTP, 0,2% de alérgenos, 0,1% de hialuronidase e 0,1% de
inibidor de serinoprotease (Fonte: GREMSKI, 2008).

A partir destes, e inimeros outros trabalhos, Chaim e colaboradores em 2011
produziram um trabalho que resumia todas as toxinas e possiveis familias de toxinas ja
identificadas em trabalhos relacionados as aranhas do género Loxosceles. Mais
recentemente, uma toxina semelhante a um alérgeno também foi descrita no veneno de L.
intermedia e ortdlogos também foram identificados em L. laeta e L. gaucho (ESRI, 1998),
bem como um inibidor de serinoprotease (SERPIN) (SCHEMCZSSEN-GRAEFF et al.,
2021).

Dentre estes dois principais trabalhos transcriptomicos das aranhas do género
Loxosceles, foi possivel identificar transcritos de proteinas pertencentes as seguintes

familias de toxinas:

e Fosfolipases-D
Conhecida por ser a principal familia de toxina no veneno de Loxosceles, as
fosfolipases-D, ou proteinas Loxtox, sdo as principais responsaveis pela acdo

dermonecrotica nos acidentes com estas aranhas. Além disso, elas também possuem
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importancia comprovada nos outros sintomas clinicos do Loxoscelismo: em trabalhos
anteriores, foi possivel observar sua ag¢do em resposta inflamatoria, de hemolise,
nefrotoxicidade, agregagdo plaquetaria, letalidade em camundongos e citotoxicidade em
linhagens celulares (DA SILVA et al., 2004; SWANSON; VETTER, 2006; CHAIM et
al.,2011; FUTRELL, 1992; RIBEIRO et al., 2015).

As fosfolipases-D de Loxosceles ja tiveram suas estruturas tridimensionais resolvidas
a partir do veneno de algumas espécies, como L. intermedia e L. laeta e, por meio destes
estudos, foi possivel agrupar as fosfolipases-D em duas classes de acordo com seus dados
estruturais e biologicos: Classe I, representada pela presenca de uma ponte dissulfeto e
alca hidrofobica variavel, e Classe 11, representada pela presenca de ponte dissulfeto que
liga a al¢a flexivel com a alga catalitica. Além disso, de acordo com a capacidade de
hidrolise da esfingomielina, a Classe II pode ser subdividida em Ila e IIb, sendo a primeira
mais ativa. (GIUSEPPE et al., 2011; MURAKAMI et al., 2005; MURAKAMI et al.,
2006).

e Metaloproteases

As metaloproteases sdo consideradas membros da familia astacina, formadas por
endopeptidases de zinco e encontrada em diversos seres vivos do reino animal. Desde
seres humanos até os insetos possuem astacinas, € possuem diversas fungdes digestivas e
de processamento. Entretanto, nas aranhas do género Loxosceles, as metaloproteases sao
consideradas proteases semelhantes as astacinas (TREVISAN-SILVA et al., 2010). Elas
sdo identificadas a partir da presenca de dois elementos essenciais: um motivo de ligagao
ao zinco (Zinc-binding Signature) (HEXXHXXGXXHE), e o Met-turn (MXY), com
funcdo se estabilizar o bolsdo catalitico (BODE; GOMIS-RUTH; STOCKLER, 1993)

No veneno destas aranhas, as metaloproteases apresentam massa molecular de
aproximadamente 29kDa, papel hemorragico e cicatricial, como acdes caseinoliticas,
gelatinoliticas e fibrinogenoliticas, atuando no aumento da permeabilidade tecidual e,
consequentemente, facilitando a disseminagdo das outras toxinas. Nos estudos
moleculares, as metaloproteases foram divididas e nomeadas de acordo com suas espécies
de origem: LALP1, LALP2 e LALP3 para L. intermedia, LALP4 para L. laeta e LALPS
para L. gaucho (GUIMARAES et al., 2013).

Em trabalhos anteriores de nosso grupo, identificou-se no transcriptoma de L. laeta
provenientes do Peru, metaloproteases com diferengas importantes as da mesma espécie

brasileira, e por isso as denominamos LALP-LPs (MEDINA-SANTOS et al., 2019).
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e Hialuronidases

As hialuronidases sdo uma familia de toxinas presentes no veneno de diversas
espécies de Loxosceles, com massa molecular entre 33 e 63kDa. Apesar disso, apenas
cerca de 0,1% dos transcritos de venenos desta aranha correspondem as hialuronidases, o
que demonstra baixa concentracdo dessas toxinas no veneno. Entretanto, elas
desempenham um papel importante, que vem sendo estudado nos tltimos anos (HORTA
etal., 2014).

Trabalhos demonstraram que as hialuronidases sdo capazes de aumentar os efeitos
das fosfolipases-D recombinantes em coelhos, possuindo, assim, agdo na propagacgao do
veneno (RIBEIRO et al., 2015). Elas atuam de forma a lisar o acido hialurénico, presente
principalmente na matriz extracelular, difundindo e espalhando o veneno de forma

gravitacional (BARBARO et al., 2005; da SILVEIRA, et al., 2007).

e Qutras toxinas

Outras toxinas, como por exemplo as serinoproteases ¢ os peptideos inseticidas,
apesar de presentes, ainda s3o pouco estudadas e elucidadas. Alguns trabalhos ja
identificaram a a¢@o das serinoproteases em clivagens de ligagdes peptidicas, mas sem
correlacdo exata na fun¢do do veneno. Ja os peptideos inseticidas possivelmente auxiliam
as aranhas em sua alimentag¢ao, afetando a transmissao de célcio, sédio, potassio e cloreto.
Elas possuem uma massa molecular que varia de 2 a 12 kDa. (FERNANDES-PEDROSA
et al., 2008).

Além das familias de toxinas descritas neste Capitulo, muitas outras foram
identificadas, mas ainda ndo amplamente estudadas, o que dificulta a completa
compreensdo do veneno Loxoscélico e suas nuances. Desta forma, ¢ importante que
novos estudos imunoquimicos, genéticos e bioinformaticos sejam realizados nesta area

para melhor compreensdo das acdes do veneno desta aranha.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as toxinas das glandulas de veneno de aranhas L. laeta peruanas por andlise

transcriptomica, caracterizando-as utilizando ferramentas in silico e in vitro.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar e descrever as principais toxinas no transcriptoma de aranhas L. laeta
peruanas;

- Comparar os transcritos identificados com os transcritos da mesma espécie brasileira
publicados por Fernandes-Pedrosa em 2008;

- Comparar as atividades das hialuronidases entre venenos brasileiros e peruanos da

mesma espécie in vitro.
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1.3. MATERIAIS E METODOS

1.3.1. ANALISE DAS SEQUENCIAS

O transcriptoma de glandulas de veneno de L. laeta peruana obtido com MiSeq
(Illumina) por Medina-Santos, 2019 (acesso BioSample: SAMN12002796 / SRA:
SRS4898300) foi posteriormente analisado com foco nas metalloproteases identificadas.
No presente trabalho, buscamos explorar a diversidade da glandula de veneno de L. laeta
peruana a partir da avalia¢@o de suas principais toxinas.

Utilizando a ferramenta BlastP, todos os transcritos foram anotados e analisados
utilizando o banco de dados de proteinas NCBI a partir das palavras chaves “Spider” e
“Loxosceles”. Como nenhuma diferenga importante foi encontrada entre as andlises
utilizando as duas palavras chaves separadamente, as analises foram mescladas usando
um script criado para essa finalidade. Transcritos com semelhangas acima de 50% as
fosfolipases-D, metaloproteases, sicaritoxinas, serinoproteases, hialuronidases e
Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) foram identificadas (CHAIM et al.,
2011; FERNANDES-PEDROSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010) (Figura 9).
Transcritos semelhantes a proteinas relacionadas a processos celulares também foram
identificadas. Os transcritos montados foram inspecionados manualmente para
classificagdo funcional.

O programa SignalP 3.0 foi usado para avaliar a presenca de peptideos sinal
putativos nas sequéncias avaliadas pelo BlastP como “no hif”, afim de se identificar se
existem sequéncias de proteinas que potencialmente serdo externalizadas ou direcionadas

(PETERSEN et al., 2011).
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NGS
11,870,865 reads
(Medina-Santos, 2019)

Trimming
10,289,208 reads (R1) and 10,203,328 reads (R2)
(Medina-Santos, 2019)

CLC Genomic Workbench
143,237 contigs
(Medina-Santos, 2019)

Protein BLAST
Databases: Spider order and Loxosceles genus at NCBI
12,739 contigs with similarity

Figura 9: Fluxo de trabalho do sequenciamento NGS e analise do trans;criptoma de
Loxosceles laeta peruana. (1) A partir de NGS, 11.870.865 de sequéncias curtas, ou
reads, foram identificadas; (2) Apds a trimagem das reads, 10.289.208 reads em R1 e
10.203.328 reads em R2; (3) Ap6s a montagem, 143.237 sequéncias continuas, ou
contigs, foram identificados; (4) 12.739 contigs com similaridade a ordem das aranhas ou

género Loxosceles foram identificados ap6s utilizacdo de BlastP.

1.3.2. AVALIACAO DE TOXINAS E COMPARACAO COM DADOS DO
TRANSCRIPTOMA DE L. LAETA BRASILEIRA

Para avaliar a similaridade dos contigs de L. laeta peruana com os de L. laeta
brasileira obtidos por Fernandes-Pedrosa, 2008 disponiveis no NCBI, utilizou-se a
ferramenta MegaBlast. Ela ¢ direcionada para sequéncias de alta similaridade e visa
apontar as semelhancas e, em consequéncia, as diferencas entre esses dois bancos de
dados. Uma avaliacao de intersecao foi fornecida e as diferencgas foram selecionadas e
analisadas usando o banco de dados do NCBI.

Para avaliar a similaridade e identidade dos transcritos de sicaritoxinas,
fosfolipases-D e hialuronidases com sequéncias do banco de dados do NCBI, as
sequéncias  foram  alinhadas usando a  ferramenta  Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), utilizando as sequéncias que obtiveram as
maiores pontuagdes. Os resultados foram analisados por Jalview com intensidade de
coloracdo que avalia cisteinas conservadas, hidrofilia, carga negativa e carga positiva

(RECH, 2008).
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O banco de dados Knottin (https://www.dsimb.inserm.fr/KNOTTIN/), foi
utilizado para avaliar as neurotoxinas encontradas neste trabalho. Knottinas sdo pequenas
proteinas caracterizadas por um "no dissulfeto através de dissulfeto" especial que contém
pelo menos 3 pontes dissulfeto, sendo um atrativo para a produgdo de medicamentos
(POSTIC et al., 2018).

Para avaliar as diferentes knottinas neste trabalho, o programa Protein Fold
Recognition Server (Phyre2)
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id“sindex) foi usado para modelar os
transcritos usando toxinas inseticidas de L. intermedia (LiTx1) como referéncia (SADE
et al., 2012). Apdés a modelagem, o resultado foi analisado e comparado por meio do
PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, versdo 2.0 Schrodinger, LLC -
https://pymol.org/2/).

1.3.2.1. ATIVIDADE HIALURONIDASICA IN VITRO

Para quantificar e comparar a capacidade dos venenos de L. laeta do Brasil e do
Peru de degradar o acido hialurénico (HA), dilui¢des seriadas de 15 a 0,468ug de veneno
foram incubadas em tampao de acetato (0,2 M de acetato de sodio-acido acético e 0,15
M de NaCl) com 12,5ug de 4cido hialurénico em placa de microtitulacdo de 96 pogos
(RECH et al., 2008). Uma curva controle correspondendo a 0%, 25%, 50%, 75% e 100%
do conteudo de HA também foi feita. A placa foi incubada por 15 minutos a 37°C e, em
seguida, 200uL de uma solucdo contendo 2,5% (w/v) de brometo de cetil-trimetilamonio
(CTAB) com 2% (w/v) NaOH foram adicionados a cada pogo. A turbidez produzida em
cada pogo foi medida a 405 nm no leitor de microplacas Biorad Modelo 680, ¢ a
quantidade de HA degradada pelo veneno foi estimada a partir da curva controle. O ensaio
foi realizado em duplicata. Médias dos resultados de dois experimentos independentes
foram calculados e plotados. A concentragdo de veneno necessdria para 50% da
degradacdo de HA foi estabelecida como 1 Unidade de reducdo de turbidez (TRU), e os

valores obtidos foram comparados para cada populagdo de veneno de L. laeta.
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

1.4.1. ANALISE DAS SEQUENCIAS

A anotacdo BlastP permitiu a identificacdo de 13% de transcritos semelhantes a
toxinas (15.865 contigs) e 4% semelhantes a proteinas relacionadas a processos celulares
(4.779 contigs). “No hit” representa a maior parte da anotacao, responsavel por 83% dos
dados (103.904 contigs). Essa proporcao ja era esperada, uma vez que o numero de
sequéncias relacionadas a proteinas de glandulas de veneno e/ou toxinas de veneno
disponiveis em bancos de dados publicos ainda ¢ muito limitado, quando comparado ao
necessario para avaliar um transcriptoma completo. Menos de 10% das sequéncias "no
hit" contém peptideo sinal putativo, determinado pelo programa SignalP 3.0 (dados ndo
mostrados). Quando essas sequéncias "no hit" foram reavaliadas manualmente no BlastP,

nenhuma semelhanga significativa foi encontrada (dados nao mostrados) (Figura 10).

m Cellular Process
(4.779 contigs)

M Putative Toxin
(15.865 contigs)

 No Hit (103.904
contigs)

Figura 10: Anotacio do transcriptoma da glindula de veneno de L. laeta peruana
usando BlastP. Representacdo grafica mostrando a porcentagem de cada grupo de
transcritos identificados usando BlastP: No hit (83%), toxinas (13%) e proteinas de

processo celular (4%).

A anotacao BlastP de transcritos relacionados a toxina permitiu a identificagdo do
seguinte: Fosfolipases-D (69,28% - 8,826 contigs), metaloproteases (20,72% - 2,640
contigs), sicaritoxinas (6,03% - 768 contigs), serinoproteases (2,28% - 291 contigs),

hialuronidases (1,80% - 143 contigs) e TCTP (0,56% - 71 ESTs) (Figura 11).



38

PLD (8.826
transcripts)

Metalloprotease

) 20,72%
(2.640 transcripts)
Sicarithin (768 6,03%
transcripts) 2,28%
Serine proteinase 1,12%

(291 transcripts) 69,29%

Hyaluronidase
(143 transcripts)

TCTP (71
transcripts)

0,56%

Figura 11: Transcritos identificados em veneno de L. laeta peruana usando BlastP.
Representagdo grafica mostrando a porcentagem de cada grupo de transcritos semelhantes
de toxinas identificadas usando BlastP: fosfolipases-D (69,28%), metaloproteases
(20,72%), sicaritoxinas (6,03%), serinoproteases (2,28%), hialuronidases (1,80%) e
TCTP (0,56%).

Apesar do alto numero de transcritos identificados, apenas alguns representam
sequéncias completas. Esta ¢ uma limitagdo da técnica Illumina NGS, que utiliza
moléculas fragmentadas para realizar o sequenciamento. No caso da transcriptomica da
glandula de veneno, a montagem ¢ prejudicada pela falta de genomas de referéncia
adequados (ZOBEL-THROPP et al., 2014), e por isso, a montagem de novo ¢ usada na
maioria dos casos. Além disso, os algoritmos utilizados para realizar este tipo de
montagem ainda apresentam falhas (HOLDING et al., 2018). O uso de varios individuos
para fornecer as amostras de mRNA da glandula de veneno também pode representar um
desafio adicional, uma vez que polimorfismos podem confundir a montagem, assim como
a presenca de familias de toxinas com multiplas isoformas. Portanto, os resultados aqui
apresentados sdo relevantes para aumentar o conhecimento sobre o veneno da aranha
marrom, mas devem ser analisados com cautela, sob essas limitagoes.

Toxinas recentemente descritas para o veneno de L. intermedia (toxina semelhante
ao alérgeno e inibidor da serinoprotease (SERPIN) (JUSTA et al., 2020;
SCHEMCZSSEN-GRAEFF et al., 2021) ndo foram encontradas neste estudo. Nesta
pesquisa, um BlastP especifico com essas duas toxinas nos transcritos de L. laeta peruana
foi feito, e nenhuma sequéncia semelhante foi identificada. Essa identificagdo ausente

pode trazer poucas discussdes na comparagdo de espécies e diferengas no envenenamento.
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142. AVALIACAO DE TOXINAS E COMPARACAO COM DADOS DO
TRANSCRIPTOMA DE L. LAETA BRASILEIRA

As diferengas entre as sequéncias recuperadas no transcriptoma baseado em
marcadores de sequéncias genéticas, ou ESTs, das glandulas de veneno de L. laeta
brasileira, realizado por Fernandes-Pedrosa, 2008, e os contigs de L. laeta peruana foram
organizadas em uma tabela comparativa (Tabela 3). As principais toxinas presentes nos
venenos de Loxosceles, fosfolipases-D e metaloproteases, s30 0s grupos mais expressos
nos dois dados, sendo a proporcao de fosfolipases-D maior nos espécimes peruanos.
Outras diferencas entre os dois transcriptomas sdo a quantidade de neurotoxinas como
sicaritoxinas, que foram quase negligenciadas na andlise de L. laeta brasileira, e a
auséncia de TCTP também nesta populacdo. Como essa toxina foi descrita mais
recentemente (SADE et al., 2012; BOIA-FERREIRA et al., 2019), ela deve ter passado

despercebida na anotagdo inicial deste primeiro transcriptoma.

Tabela 3: Comparacio de transcritos do transcriptoma do veneno brasileiro
(Fernandes-Pedrosa, 2008) e peruano de L. laeta. Grafica representagdo de

comparagao de cada grupo de transcritos semelhantes as toxinas.

Percentages

Brazilian L. laeta (Fernandes-Pedrosa, 2008)  Peruvian L. laeta
Phospholipase D 52,63% 69,28%
Astacin-like Metalloprotease  26,80% 20,72%
Sicaritoxin 0,53% 6,03%
Serine-protease 1,61% 2,28%
Hyaluronidase 0,43% 1,12%
TCTP 0% 0,56%
Others 18% 0%
Total 100% 100%

O MegaBlast, uma ferramenta para sequéncias de alta similaridade, foi utilizado
para identificar as semelhangas entre os dois grupos de sequéncias e, em consequéncia,
as diferencgas entre os dois bancos de dados. Um grafico de interse¢do para a avaliagdo da
similaridade entre L. laeta brasileira com os contigs de L. laeta Peruana foi obtido e
93,8% dos contigs da espécime brasileira foram encontrados entre os contigs da espécime
peruana, considerando sequéncias acima de 90% de identidade (Figura 12). Isso indica

uma alta similaridade entre as duas nacionalidades de L. laeta, o que ¢ esperado, visto
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que ambas sdo de fato classificadas como a mesma espécie, mas quando comparamos a
proporc¢ao de cada transcricdo de toxina, podemos entender melhor a importancia das
diferengas entre elas (Tabela 3) Os demais, 6,2% dos contigs, num total de 83 sequéncias,
foram avaliados e descritos na (Tabela 4). Todas as 83 sequéncias foram reanalisadas em
BLAST com contigs de L. laeta peruana para confirmar sua auséncia. A maioria desses
contigs diferentes representam sequéncias sem semelhanca com sequéncias ja conhecidas

e depositadas nos bancos de dados.

Brazilian Loxosceles laeta Peruvian Loxosceles laeta
(Fernandes-pedrosa, 2008)

Figura 12: Grafico de intersec¢io entre ESTs de Loxosceles laeta brasileira de
Fernandes-Pedrosa, 2008 e Loxosceles laeta peruana, identificados usando
MegaBlast. Representagdo grafica mostrando a quantidade de ESTs de cada grupo e a
similaridade entre eles: 83 ESTs apenas em L. laeta brasileira, 141.932 ESTs apenas em

L. laeta peruana e 1.308 ESTs identificadas em ambas.

Tabela 4: ESTs brasileiras de Loxosceles laeta de Fernandes-pedrosa, 2008 sem
semelhanc¢a com contigs peruanos de Loxosceles laeta.

N° of ESTs

o
(o)}

mRNA sequence without any similarity
similar to pertussis toxin subunit 1 precursor
similar to cuticular protein

similar to putative regulator of salt tolerance
similar to CG1397-PA

similar to formin

similar to MAM domain containing 1
similar to techylectin-5*

similar to hypothetical protein PY00628

kN b
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similar to arrestin

similar to TBP-associated factor 15 isoform 1 isoform 2
similar to chitinase

similar to Arrestin, lateral eye

similar to CG13893-PA

similar to tocopherol-associated protein

similar to sodium solute transporter

similar to Salivary gland secretion 3 CG11720-PA

—t e ek e ek ek e

Total

[00]
(O8]

1.4.2.1. FOSFOLIPASES-D

A fosfolipase-D ¢ a toxina mais relevante nos venenos de Loxosceles, sendo a
principal responsavel pelo aparecimento de dermonecrose (OLVERA et al., 2006) e
outros efeitos deletérios (DA SILVEIRA et al., 2006; GUIMARAES et al., 2013). Em
nossa analise, as fosfolipases-D representam o grupo de toxinas mais abundantemente
expresso, respondendo por quase 70% dos transcritos relacionados a toxina. Esse
percentual supera a propor¢do de 52,63% encontrada para essa toxina no transcriptoma
de L. laeta brasileira. Contigs representativos de fosfolipases-D, referidos como
PLD LLP I-5, foram selecionados usando os parametros BlastP. Os alinhamentos foram
realizados usando Clustal Omega e analisados por Jalview com a sequéncia de L. laeta
brasileira identificada no banco de dados do NCBI que obteve a maior correspondéncia
com as sequéncias analisadas (Figura 13). Neste cluster mais abundante, a toxina
dermonecrodtica LISicTox-alphalll3iii, parcial [Loxosceles laeta]l (A333 LOXLA),
obteve semelhanga com 1.901 transcritos identificados como fosfolipases-D.

Apesar de todas as sequéncias estarem devidamente alinhadas, existem diferengas
significativas entre elas. Observa-se um alinhamento com alta identidade entre os
transcritos, mas a presenca de dois “gaps”, um com apenas os aminodcidos L. laeta
provenientes do Peru e outro com apenas aminoacidos de L. laeta do Brasil, pode
apresentar uma diferenga interessante quando comparada com as sequéncias do banco de
dados.

A anélise dos dados gerados a partir das fosfolipases-D demonstra alta identidade
no alinhamento e apenas poucas diferencas de similaridade. Essas diferencas podem estar
correlacionadas com problemas na construcao da biblioteca ou com diferengas na fungao

desta toxina. Além disso, elas podem estar relacionadas com a atividade in vitro
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apresentadas por Guimaraes e colaboradores (2013), em que se confirmou que ambos 0s

venenos, brasileiro e peruano, podem hidrolisar a esfingomielina, mas com atividade

estatisticamente maior no veneno peruano (GUIMARAES et al., 2013).

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

PLD_LLP3
PLD_LLP1
PLD_LLP2
PLD_LLP4
PLD_LLP5
A333_LOXLA

mature sequence

GTEAIKSADERQPIWNIANMVTDINQ-—--——————-—---— INETLDLGANSIETDVTFDDG
EADSDEVGDRRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFEFDSS
EADSDEVGDRRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFDSS

EGFMERAVDGRRPTWNTAHMTNDTET —=——========~ VRTYLNDGANALEFDTEFNKN
EGFMERAVDGRRPIWNIAHMTNDIEI-=======—=—==—— VRTYLNDGANALEFDIEFNKN
——————————————————————————————————————————————————— EADITF-KG
. *
mature sequence
TMAGYTYEGVLCACSGSCTKKMNIGEFLHGLRRVTTPGDPMYRKELALVVFENLKTSDFEFSP

GNAESVYQKTPEDERRTECVRWRDFSYYLDDLRRFTTPGELTFREELILIILDLKVDGFNS

GNAESVYQKTPEDERRTEVRWRDFSYYLDDLRRFTTPGELTFREELILIILDLKVDGFNS

GKPVRTFHGSPEDECRKEDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLVLLMLDLKVTDFDK

GKPVRTFHGSPEDECRKEDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLVLLMLDLKVTDFDK

AVPTYSYHGTPCDFGRVCIRWEYFDVFLQTLRDYTTPGNSKYYEKFILFVLDLKTGSLNN
. * * . . . .k Kok kK . . ... * .0k k

mature sequence

STAYESGMMFGGKLLQIYWNGGKTERKCDPIKGIVVSRNDGGKAYIIISIPDIEYFAFIS

SLSYTAGKNLAEKLLENYWOEENTE-=-===-==—-—==-———— SNARAYILLSVPSTKNAALFR
SLSYTAGKNLAEKLLENYWOEENTE=-======—=—==———— SNARAYILLSVPSTKNAALFEFR
SLAYTAGONVAEVLLDNFWORGK-=-=======——==———— SKPOQAYLLLSIPSLDYAKLIK
SLAYTAGONVAEVLLDNFWORGK-========——=———— SKPQAYLLLSIPSLDYAKLIK
NEVRKAGENVAKGLLKNYWNNGN---=-=======—=—=——— NGGRAYVVLSLPDIAHYEFIR

HEG : HE B S R HE

mature sequence

GFRKTLEITGNEEILARVGYEVSGNYY—----— LGLIHDALRKAGVKDREHVWQSDGITNC
AFNLTLONGGFAAYGEKVGINFAE-—---- DDDLFSVSRIVNRLGTA-GLHVWQSSVITNC
AFNLTLONGGFAAYGEKVGINFAE-—---- DDDLFSVSRIVNRLGTA-GLHVWQSSVITNC
GFNDKLKDEGFEVYQEKVGVDEFSN—----— NDDLDDVRKTLKSIGFE--SRIWQSDGITNE
GEFNDKLKDEGFEVYQEKVGVDESN----— NDDLDDVRKTLKSIGFE--SRIWQSDGITNEC
TFKEVLKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD--GHVWLSDGLTNW

* * . * . x Kk . . * . * .« ek K .« Kk Kx

’ ’ ’ T mature sequence ’ o o ’ ’

IPRDLNLIEEAVKNRD-SPDGYINKVYHSTIEDKAAISDALDAGVDGIISORPDMIFEVL

LLRENSELSDAVOERDS--QGYMNKVYTLTADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVL
LLRENSELSDAVOERDS--QGYMNKVYTLTADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVL
LPRLTGRLKEAIQKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTLDLGVDGMITNYPDNLNSVL
LPRLTGRLKEAIQOKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTLDLGVDGMITNYPDNLNSVL
APLGDMARLKEIVKRRDSENGFISKVYYWFVDKYSTTRTALDVGVDGIMTNFPYVIIDVL

. x .. * x Kk . .. .- % Kk K e o e o. * . * *

mature sequence

LDDRFINRFRLATSEDNPWANFRY-—-——---——————mmmmm e e —
KENEFKDKFKLATYDDNPWKTYVEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-—-——-———-————————
KENEFKDKFKLATYDDNPWKTYVEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-—-==-———-—-—=——————
NEEEYVSRFRLATVEDNPWEIFNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFFL
NEEEYVSRFRLATVEDNPWEIFNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFFL
NESGYKDKYRLATYDDNPWETFKK-—===——=————— - mm e mmmmm—mmm———— - —

e ekk Kk e kk KKk

mature sequence Slmllarlty %

————————————— 99%
————————————— 93%
————————————— 93%
GELFASEAGKALF 84%
GELFASEAGKALF 84%
_____________ 100%

Figura 13: Alinhamento de contings maduros representativos de Fosfolipases-D do

transcriptoma de L. laeta peruana com sequéncia de L. laeta identificada em NCBI

feita por Clustal Omega e analisada por Jalview. Alinhamento feito por Clustal Omega

e analisado por Jalview. Intensidade de coloragdo por andlise de cisteinas conservadas
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(realce em azul turquesa), hidrofilicidade (verde), carga negativa (vermelho) e carga
positiva (azul). Porcentagens de semelhangas das sequéncias de PLD LLP em

comparagdo com A333 LOXLA sdo apresentadas no final do alinhamento.

1.4.2.2. NEUROTOXINAS

Contigs representativos de sicaritoxinas, um tipo de neurotoxina, foram
selecionados usando os pardmetros BlastP (LLP_Ulscrtx 1-4). Os alinhamentos foram
realizados usando Clustal Omega e analisados por Jalview, com sequéncias de
sicaritoxinas de L. intermedia obtidas no banco de dados do NCBI que possuiam maiores
correspondéncias com as sequéncias peruanas (Figura 14). A sequéncia mais abundante,
“Ul-sicaritoxina-Lila [Loxosceles intermedia]” (U1-SCRTX-Lila), combinou com 768
transcritos de sicaritoxinas peruanos. U1-SCRTX-Lila foi descrito pela primeira vez por
De Castro e colaboradores (2004), onde demonstrou atividade letal sobre larvas de
Spodoptera frugiperda, considerada uma praga de cultivo. Por semelhanga com outras
toxinas, os autores inferiram que o Ul-SCRTX-Lila pode atuar nos canais de Na" ou
Ca™. Este mesmo trabalho também descreveu U2-sicaritoxina-Lila (U2-SCRTX-Lila),

que também foi letal para larvas de S. frugiperda e parece agir sobre os canais de Na*.

(A)

mature sequence

U1-SCRTX-Lila KEHGDGSKGEATKPDDWCCKNTPEKEPAWSSTSECREAMDESRREKGKRA- LLLPVETHRLLFPEQW
LLP_U1scrtx1 KEHGDGSKGEATKPDDWEEKKTPEKEPAWSSTSEGREAODESRREKGOKTLLLLPVETHRLLFPEQR
LLP_U1scrtx2 KEHGEGSKGEATXKPDDWEEKKTPEKEPAWSSTSEGREAODESRREKGKRA-LLLPVETHQLLFPEQW
LLP_U1scrtx4 -EHGDGSKGEATKPDDWEEKKTPEKEPAWSDTSEGREAODESRSERGKRA-LLVPVETHRLLE—-—~
LLP_U1scrtx3 -BHGEGSKGEATKPDDWEEKKTPEKEPAWSDTSEGREAODESRREKGKRA-LLVPVETHRLLFPEQW

hkk ekkkkhkkhkhkhkkhhhk s kkkkhkkhkk _ hhkkhkhk *hkkhk *ekeo o Kkshkkhkhkk:khkrx

(B)

signal peptide mature sequence

U2-SCRTX-Li1a MTFKLFVVVTLVLAIYVATAEEAMKDDSEPAERGEIKYGDREGSPHGLPSNEENDWKYKGREGETMGVETEGPNEPSRGEDWSKKG
LLP_U2scrtx2 MKIGAFVLVTLLVAVYVVTAEVGLGDFLOISERAGIKYGEKEGSPHGLPSNEENDWKYKGREGE TMGTETEGPNEPSRREDW -~ -~
LLP_U2scrtx1 MKIGASVLVTLLVAVCVVTAEVKLGDILOISERDEIKYGQLEGRPHGLPSNEEGDWKNNGRESE T GGWEKERKVPK*RMR——~ -~

dkkk . kk Kkkxkkkkk  kk*

Figura 14: Alinhamento de contings maduros representativos de Sicaritoxinas do
transcriptoma de L. laeta peruana com sequéncia de L. intermedia identificada em
NCBI feita por Clustal Omega e analisada por Jalview. Intensidade de coloragdo por
analise de cisteinas conservadas (realce de cisteina azul turquesa), hidrofilicidade (verde),
carga negativa (vermelho) e carga positiva (azul). (A) Alinhamento de quatro sequéncias
de sicaritoxinas LLP Ulscrtx's com UI-SCRTX-Lila. (B) Alinhamento de duas
sequéncias de sicaritoxinas LLP_ U2scrtx's com U2-SCRTX-Lila.
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Além de serem consideradas sicaritoxinas, as toxinas de aranha com atividade
inseticida também sdo definidas por serem peptideos ricos em cisteina que muitas vezes
assumem a conformacao de noé de cisteina inibidor (ICK). Estas toxinas sao classificadas
como knottinas. A anélise do banco de dados Knottin identificou quatro sicaritoxinas com
caracteristicas a serem declaradas como knottinas (Tabela 5). Essas knottinas foram
comparadas com as trés knottinas de L. intermedia disponiveis no banco de dados do
NCBI, e essa comparacao identificou semelhancas em poucas propriedades, mas uma
pontuacdao Knoterld mais baixa em todas as quatro sequéncias. Esta pontuagao verifica
se a sequéncia analisada ¢ uma knottina baseando-se em forte similaridade, ancestral
familiar (taxonomia), fun¢do familiar, presenca de cisteinas e loops inter-cisteina.
Quando o escore for maior que 20, a sequéncia ¢ considerada uma knottina (POSTIC et

al., 2018).

Tabela 5: Knottinas identificadas no transcriptoma de L. laeta peruana usando
Knottin Database. Comparacdo de massa molecular, ponto isoelétrico, nimero de
atomos, nimero de cisteinas, Knotedld score e loop score de Knottinas de L. laeta

(LLP_Ulscrtx’s) and L. intermedia (U1-SCRTX-Lila, U2-SCRTX-Lila and LiTx3).

A s Massa Ponto N° N° Knoterld Loop
Sequéncias . Ly e .

molecular isoelétrico atomos cisteinas score score
LLP Ulscrtx1 8295.59 9.16 1139 10 30 8
LLP Ulscrtx2 8844.19 8.74 1205 10 33 8
LLP Ulscrtx3 8638.97 8.59 1182 10 32 8
LLP Ulscrtx4 6746.78 8.60 913 10 29 8
U1-SCRTX-Lila 7431.63 8.76 1009 10 35 8
U2-SCRTX-Lila 7920.11 8.11 1066 10 37 8
LiTx3 5648.49 8.76 744 10 29 8

O programa Phyre2 foi usado para modelagem da estrutura 3D das quatro
LLP_ Ulscrtx usando U1-SCRTX-Lila de L. intermedia como modelo, e os resultados
foram analisados em PyMOL. As pontes dissulfeto foram marcadas em amarelo na
Figura 15A, onde se observa que as proteoformas sao muito semelhantes entre si. Além

disso, uma sobreposi¢do das estruturas de LLP Ulscrtx com U1-SCRTX-Lila, U2-



45

SCRTX-Lila e LiTx3 na Figura 15B, permitiu a identificacdo de semelhangas, mas
também diferencas importantes entre eles.

Com a sobreposi¢do dos modelos estruturais das cinco sicaritoxinas com as trés
LiTx1, observa-se um grande nivel de similaridade, que também podem ser
correlacionadas com as presengas do gap no alinhamento.

Apesar da grande similaridade encontrada entre as sicaritoxinas de L. laeta e as
descritas de L. intermedia, nenhuma molécula dessa classe foi descrita no trabalho de
Fernandes-Pedrosa ¢ colaboradores (2008). Mas, com uma reanalise dos dados das
sequéncias brasileiras de L. laeta geradas por este mesmo trabalho, na base de dados do
NCBI, foi possivel identificar e correlacionar uma sequéncia de sicaritoxina com
similaridade in silico a uma knottina (dados ndo mostrados). No trabalho de Fernandes-
Pedrosa e colaboradores (2008), esta mesma toxina foi identificada como neurotoxina,
mas nenhuma analise extra foi fornecida. A identificagdo desses dados pode reforcar a
importancia de novas anotacdes de bases de dados mais antigas com novas tecnologias e

conhecimentos mais avangados (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).
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(A)

LLP_U1lscrtx3 LLP_U1scrtx4
(B)

Figura 15: Modelagem molecular e sobreposicio das LLP_Ulscrtx’s identificadas
por analise transcriptomica usando Phyre2 e analise dos resultados por PyMOL. (A)
Modelagem de quatro provaveis LLP Ulscrtx’s. Em amarelo — pontes dissulfeto. (B)
Sobreposi¢do de modelos estruturais de LLP Ulscrtx’s com U1-SCRTX-Lila, U2-
SCRTX-Lila e LiTx3. Em Vermelho — quatro provaveis LLP_Ulscrtx’s; em azul - Ul-
SCRTX-Lila; em verde — U2-SCRTX-Lila e em laranja - LiTx3.
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1.4.2.3. HIALURONIDASES

Outra importante toxina nos efeitos toxicos dos venenos de Loxosceles sdo as
hialuronidases, j4 que sua neutralizagdo pode prevenir a disseminacdo de uma lesdo
dermonecroética (CHAIM et al., 2011). Contigs representativos de hialuronidases foram
selecionados usando os parametros BlastP (Hyalu LLP e Hyalu LL) e os alinhamentos
foram realizados utilizando Clustal Omega e analisados por Jalview com as sequéncias
de L. intermedia e L. laeta do banco de dados NCBI que obtiveram a maior
correspondéncia com as sequéncias analisadas: Hialuronidase [Loxosceles intermedia]
(HYAL LOXIN) e a Hialuronidase [Loxosceles laeta] (Hyalu LL / LLAE0048C),

combinaram com 143 transcritos de hialuronidases de L. /aeta peruana (Figura 16).

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

Hyalu_LLP
Hyalu_LL
HYAL_LOXIN

signal peptide mature sequence

DOCKKYGMOFVPLLEKHSILVNEDDNFKGDKT
MOTALVLAAFLSTWSIAVGFDVFWNVPSQOOCKKYGMOFVPLLEKYSILVNEDDNFKGDKI
MOTILVLTTFLSAWFLAVGFDVFWNVPSQOCKKYGMKFVPLLEQYSILVNKEDNFKGDKI

Ak kA kA hkhkhk ko hkhkhkhhkho e hkhkhhAke e kAKX Ah Kk Kk
mature sequence

TISYESOLGLYPHIAGKDESIN-—==—=—— = - m—mm oo oo RIIDWE
TIFYESQLGLYPHIAGKDESINGGIPOLGDLKAHLEKAAVDIRRDIPDKSAMGLRIIDWE
TIFYESQLGLYPHIGANDESFNGGIPQLGDLKAHLEKSAVDIRRDILDKSATGLRIIDWE

R I Sk ek Kk Kk ook Kk k kKK Kk
mature sequence

AWRPVWEFNWSPLHKYODKMKQVVROFNPAAHESTVAKLAQTEWETSAKLWMLS TLOLGK
AWRPVWEFNWSPLHKYODKMKQVVROFNPAAHESTVAKLAQTEWET SAKSWMLSTLOLGK
AWRPIWEFNWSSLRKYODKMKKVVROFNPTAHESTVAKLAHNEWENSSKSWMLSTLOLGK
Khkkhkkoehkkhhkhkhkkhkhkoehkhkhhkhkhkhkeoehkhkhkhhkhhkohkhkhkhkhkhkkhkhkrhke *hkk keoekhkhkkhkhrhkkhkkhkhk*k

) ’ ’ maunésequence o C

DLRPNSVWEYYLFPDEYNYKGNSVOOFOCSEATRRGNDKLNWLWEESTAVEPSIYIKEGC
OLRPNSVWCYYLFPDCYNYKGNSVOOFOCSEAIRRGNDKLNWLWEESTAVCPSIYI-—---
OLRPNSVWCYYLFPDCYNYDGNSVOQEFOCSEAIRKGNDRLKWLWEESTAVCPSIYIKEGQ

Khkkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhhkhdx hhhkhkkhkoehkhkhhkhkhkhkhkoekhhkkeoekhkeoehkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkxhkkhkhk

mature sequence

LTNYTAQQRIWFTNGRLOEALRVAQPKARIYPYINYSIKTGMMVPEVEFWRVMAQOTASLG
———————————————————————————————————————————————————————— ASLG
LTNYTLOKRIWFTNGRLOEALRVAQPKARIYPYINYSIKPGMMVPEVEFWRLIAQIASLG
* Kk kK
mature sequence

MDGAVIWGSSSSVGSKIYCAOLLKYIAEVLGPATL--=-===——-— KQACSGRGRETWPKD
MDGAVIWGSSSSVGSKIHCAQLLKYIAEVLGPATL-—---——-——————————————————
MDGAVIWGSSASVGSKNHCAQLMKYIADVLGPATLRIKENVARCSKQACSGRGRCTWPKD

Khkkhkhkhkhkkhkkhkhkkoehkhkhhkkhkoehkhhkhohkhkhkhkokxhkkhkkhkkhkk

mature sequence

Similarity %

TSVIAWKFLAEKEDYDFYLGDIECKCTEGYEGRYCEKKLSDDNTNNEK 97% and 97%
100%
100%

Figura 16: Alinhamento de contigs maduros representativos de Hialuronidase do
transcriptoma de L. laeta peruana (Hyalu LLP) com sequéncias de L. laeta

(Hyalu_LL) e Loxosceles intermedia (HY AL_LOXIN) identificadas em NCBI feita

por Clustal Omega e analisada por Jalview. Intensidade de coloracdo por analise de
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cisteinas conservadas (realce azul turquesa), hidrofilicidade (verde), carga negativa
(vermelho) e carga positiva (azul). Porcentagens de semelhangas das sequéncias de
Hyalu LLP em compara¢do com Hyalu LL e HYAL LOXN sao apresentadas no final

do alinhamento.

1.4.2.4. ATIVIDADE HIALURONIDASICA IN VITRO

Muitos estudos ja comprovaram diferencas importantes entre o envenenamento e
as toxinas de L. laeta brasileira e peruana. Guimaraes e colaboradores (2013) observaram
que o veneno peruano ¢ mais letal para camundongos quando comparado ao brasileiro e
a atividade da fosfolipase-D do veneno peruano ¢ maior que o brasileiro. Medina-Santos
e colaboradores (2019) observaram diferencas importantes entre a atividade das
metaloproteases de ambos os venenos (MEDINA-SANTOS et al., 2019; GUIMARAES
etal., 2013).

Seguindo esses achados, avaliou-se as diferencas da atividade da hialuronidase
nesses dois venenos. A atividade hialuronidésica foi calculada pela quantidade de veneno
necessaria para degradar 50% do &cido hialurénico presente na solugao (TRU).

Aproximadamente 4,58 pg do veneno de L. /aeta brasileira s3o necessarios para
degradar 50% do 4cido hialurénico disponivel, enquanto com o veneno de L. laeta

peruana sdo necessarios aproximadamente 11,8 pg de veneno (Figura 17).

150+
-o- | [aeta Peru

50+ 1TRU=11,8

Hydrolyzed
hyaluronic acid (%)

-0.5 0.5 1.0 1.5
-50- Log [Venom]

Figura 17: Atividade hialuronidasica. Atividade representada em porcentagem de acido
hialurdénico hidrolisado. Em preto, a curva de atividade do veneno de L. /aeta brasileira e

em cinza a atividade do veneno de L. laeta peruana. O teste foi realizado em duplicatas.
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TRU, ou unidade de reducdo de turbidez, significa a quantidade de veneno em ug

necessario para degradar 50% do acido hialurénico disponivel.

Uma alta identidade no alinhamento das hialuronidases ¢ apresentada, com dois
pontos de gaps interessantes. Uma vez que nenhuma comparacdo da atividade da
hialuronidase in vitro de L. laeta brasileira e peruana foi feita até agora, o ensaio da
atividade da hialuronidase in vitro foi necessario para tentar entender melhor essas
modifica¢des do veneno. A partir do resultado deste ensaio, observamos uma diferenca
entre a atividade desta toxina nos venenos de L. /aeta brasileira e peruana. Essa diferenca
pode ser observada no 1TRU (unidade redutora de turbidez), onde o veneno peruano
necessita quase trés vezes mais veneno para atingir o mesmo 1TRU do veneno brasileiro.
Essa diferenca na atividade do veneno, apesar de uma maior propor¢do de transcritos
relacionados a hialuronidase na amostra peruana, destaca a necessidade e importancia de
estudos protedmicos a respeito desses venenos, que apesar de ainda ndo realizados, seriam

fundamentais para ajudar na compreensao da variabilidade deste veneno.

1.4.2.5. OUTRAS TOXINAS

Todas as serinoproteases identificadas e transcritos de TCTP deste trabalho
revelaram sequéncias fragmentadas e, por esse motivo, os alinhamentos ndao foram
apresentados. Estas proteinas atuam na transmissdo neuromuscular e contribuem para a
resposta alérgica e inflamatdria do loxoscelismo. Por essas razdes, ¢ importante estuda-
los em trabalhos futuros, utilizando diferentes métodos de montagem, uma vez que podem
estar interligados ao fato de que o veneno peruano pode ser potencialmente mais toxico
(FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

Ap0s a analise e avaliagdo dos transcritos identificados, diversas metodologias
podem ser utilizadas para dar continuidade aos estudos com estes dados, dependendo de
qual o objetivo final do projeto. Neste caso, a identificacdo de diferengas entre os
transcritos brasileiros e peruanos de uma mesma espécie pode colaborar para um maior
entendimento do quadro de envenenamento, direcionar melhor as abordagens
farmacéuticas disponiveis e até mesmo servir de base para desenvolvimento de novos
tratamentos, como o desenho e producdo de proteinas multiepitdpicas recombinantes que

substituam a utilizagdo de veneno na produ¢do de antivenenos. Outra abordagem
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interessante nesse contexto seria identificar os epitopos de toxinas loxoscélicas e avaliar
a importancia destes na resposta imune de doengas, bem como todo ou qualquer problema
relacionado a presenga de um antigeno. Mas como estudar a importancia de todos os
possiveis epitopos presentes em todas sequéncias identificadas em um transcriptoma, de

forma eficiente?



CAPITULO 11

PEPLESS - DESENVOLVIMENTO DE UMA FERRAMENTA PARA
MAPEAMENTO DE EPITOPOS

51
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2.1. INTRODUCAO

2.1.1. ANTICORPOS E SUAS INTERACOES COM ANTIGENOS

Os anticorpos sdo glicoproteinas capazes de neutralizar e opsonizar patégenos em
uma resposta imune a partir da ligagdo em antigenos e recrutamento de sistema efetores
para elimina-los. Eles sdo produzidos por linfécitos B, e por seu mecanismo de
maturagdo, se tornam moléculas de grande afinidade para determinados antigenos
(ABBAS et al., 2008). Eles tém sua forma representada por um Y, sendo compostos por
dois tipos de cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas de 50 kDa e duas cadeias leves
de 25 kDa (ABBAS et al., 2008). Além disso, essas cadeias apresentam uma regido
variavel e uma constante. Nas cadeias pesadas, € possivel identificar por¢des carboxilicas
constantes, as regides Fc, que sdo responséveis pelas acdes biologicas dos anticorpos. Em
adi¢do, nas cadeias leves e pesadas, identifica-se os fragmentos identificados como
regides Fab, sendo responsavel por ser o local onde o antigeno se liga ao anticorpo. Estas
caracteristicas tornam os anticorpos foco de muitos estudos biotecnoldgicos na busca de
tratamento de doengas e producdo de farmacos (ABBAS et al., 2008) (Figura 18).

Algumas técnicas foram desenvolvidas com os passar dos anos para melhor
utilizagdo dos anticorpos nos estudos cientificos, como por exemplo a producdo de
anticorpos monoclonais (mAb), onde o clone produtor é capaz de secretar um tipo de
imunoglobulina que reconhece apenas um tipo de alvo, podendo ser direcionado para
qualquer tipo de antigeno (KOHLER & MILSTEIN, 1975). Com o tempo, a associa¢io
de mAbs com técnicas de DNA recombinante permitiu o desenvolvimento de anticorpos

recombinantes, sendo produzidos por vetores plasmidiais ou virais.
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(A) 1gG secretada

Cadeia
Cadeia Pesada Local de ligagao
leve / de antigeno

Dobradica Regiao
Locais de Fab
ligagao do {
receptor a Regiac

Fe/complemento Fc

Porg¢édo da /C C
cauda & S
Ligacao dissulfeto -----

Dominio Ig ' ’

Figura 18: Estrutura dos anticorpos. Estrutura basica de um anticorpo apresentando
principalmente as cadeias leves, cadeias pesadas, local de ligagao do antigeno, regido Fab

e regido Fc. (Fonte: Adaptado de ABBAS et al., 2008)

A interagdo antigeno-anticorpo ¢ definida pela ligacdo de um antigeno no sitio de
combinac¢do do anticorpo, local constituido por regides hipervaridveis de cadeias leves e
pesadas. A regido onde o ocorre esta interagdo no anticorpo ¢ denominada paratopo, € a
regido alvo do antigeno, epitopo. Estas ligagdes podem ser medidas através da afinidade
e avidez em que foram realizadas, sendo a afinidade considerada a forca da reagdo e a
avidez ¢ uma medida da forga total da ligagdo do antigeno. Por serem feitas por via de
ligagdes ndo-covalentes, as interagdes antigeno-anticorpo sdo comumente de natureza

reversivel (ABBAS et al., 2008).

2.1.2. EPITOPOS

Antigenos sdo consideradas todas e quaisquer entidades que possam ser
reconhecidas por algum componente do sistema imune. (ARNON & VAN
REGENMORTEL, 1992). No antigeno, os epitopos sdo consideradas regides existentes
quando analisadas juntamente ao anticorpo ligado nos mesmos. Eles podem ser
classificados de acordo com suas estruturas, se continuas ou descontinuas: Epitopos

lineares ou conformacionais.
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Os epitopos continuos, ou lineares, sdo classificados quando sua sequéncia de
residuos ¢ identificada de forma linear em uma proteina. Por outro lado, os epitopos
descontinuos, ou conformacionais, sdo formados de pequenas sequéncias de aminoacidos
geograficamente distantes na estrutura primaria da proteina, mas que se aproximam na
estrutura tridimensional do antigeno (ARNON & VAN REGENMORTEL, 1992).

Diversas metodologias podem ser utilizadas para identificar e avaliar a
importancia de diferentes epitopos dentro de uma resposta imune ao antigeno. Este tipo
de estudo pode permitir um tratamento direcionado a um alvo de interesse, a partir da sua
sintese e utilizagdo em técnicas especificas como ¢ o caso de imunizagdes visando

respostas especificas.

2.1.3. MAPEAMENTO DE EPITOPOS

As principais metodologias para identificagdo e mapeamento de epitopos sdo:
cristalografia de raios-X, método de SPOT synthesis (que nesse trabalho sera referida
apenas como “SPOT”) e predi¢des computacionais. Apesar da técnica de cristalografia
ser a mais eficaz, ela ¢ muito laboriosa, de alto custo e requer longo tempo de
experimentacdo, o que traz dificuldades a sua utilizagdo. J4 as predi¢des computacionais,
apesar de serem de baixo custo e basicamente requererem apenas um dispositivo
computacional, ndo sdo muito confidveis e diversos erros sdo possiveis em sua utilizagao.
Desta forma, a utilizacdo de imunoensaios de SPOT se tornou a melhor op¢ao em relagao
a qualidade de resultados e facilidade de utilizacdo (FRANK, 2002).

A técnica imunoquimica de SPOT permite a criagdo e avaliagdo de SPOTs
circulares reativos em uma membrana, podendo ser sintetizada de forma manual ou
automatizada. Esta metodologia permite uma ampla diversidade de aplicacdes
biotecnolodgicas, como por exemplo o estudo de analitos imunologicamente relevantes,
analise por transformacdo quimica ou enzimatica de arranjos de peptideos imobilizados,
avaliagdo de atividade de clivagem e imunizac¢ao de animais (FRANK, 2002).

Quando a técnica de SPOT ¢ utilizada para o mapeamento de sitios de interacao,
como na relagdo antigeno-anticorpo, muitos peptideos com alta identidade precisam ser
sintetizados, uma vez que possuem diferengas pequenas mas importantes € que

necessitam ser analisadas (FRANK, 1992; LAUNE et al., 2002).
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A sintese das membranas ¢ iniciada a partir da por¢cdo C-terminal do ultimo
aminodcido de cada sequéncia e, através da adicdo de piperidina 20 % em
dimetilformamida, o grupo protector fluorenilmetoxicarbonilo, ou FMOC, ¢ retirado do
acoplamento com a fun¢@o amina do aminodcido, disponibilizando-a para realizar se ligar
com o proximo aminoacido a ser adicionado (Figura 19) (FELICORI et al., 2006). Para
evitar outras reacdes indesejadas entre aminodcidos, as fungdes NH2 livres sdo acetiladas
utilizando anidrido acético 10 %. Por fim, por meio da utilizacdo de acido trifluoracético,
os grupos protetores dos aminoacidos sdo retirados (HILPERT et al., 2007).

(Amino Acid Sequence of a Given Protein)

8 8 85 9 8 0 0 8 0 0 0 0 @

0000 0000000 — Fopiice | 2AA framestit
OOOOOOOOO80® — Peptide2 (10 overlapping AAs)
OO0 — Pepiide 3

000000 00000 — Fepic:
0000 00 0009 — ~:oiice 5
OO0 000 — Fopids &

DE@e®O®
Figura 19: Produ¢do de membranas. Fluxograma de produ¢do de mapeamento de
epitopos em que as sequéncias de aminoacidos sdo sintetizadas pela sobreposi¢dao de
sequéncias peptidicas (Fonte: Peptron, Inc. Designing peptides handbook, 2nd edition,

2005).

Apoés a sintese, a membrana pode ser armazenada envelopada em celulose e
refrigerada a -20 °C para ser empregada nos mais diversos tipos de imunoensaios. Na
maioria das vezes, a revelagdo ¢ feita a partir da adi¢do 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate (BCIP) e (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2 (MTT), que ao reagir com fosfatase
alcalina, gera um resultado colorimétrico. E importante ressaltar que apos a utilizagdo da
membrana, a mesma deve ser regenerada para ser reutilizada em outros ensaios. A
regeneragdo ¢ feita através de sucessivas lavagens de 10 minutos, a partir de

dimetilformamida (DMF); reagente A (uréia 8M, 1 % de SDS e 0,1 % de 2-
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mercaptoetanol) e reagente B (etanol, dgua e 4cido acético nas porpor¢des 50:40:10
vol/vol/vol) (HILPERT et al., 2007).

A metodologia de SPOT pode ser amplamente integrada em diversos tipos de
estudos. Por exemplo, na imunologia, as membranas podem ser utilizadas para otimizar
a producdo de peptideos antimicrobianos, na genética, para a analise de interagdes entre
proteinas, em conjunto com outras técnicas como microarrays e proteomas. Além disso,
diferentes projetos que empregam a técnica de SPOT estdo intimamente ligados com
técnicas bioinformaticas, usadas para realizar anélises complementares, como € o caso da
realizacdo da predicdo de epitopos lineares utilizando redes neurais artificiais
computadorizadas. Neste caso, a técnica de aprendizado de maquina ¢ utilizada para

avaliar peptideos de tamanhos variados a fim de identificar epitopos.

2.1.4. PEPTIDEOS

Peptideos sdo definidos a partir da unido entre dois ou mais aminoacidos através
de ligagdes peptidicas. Eles possuem amplas atuagdes biotecnoldgicas, como no estudo,
produgdo e desenvolvimento de antibidticos, hormonios, fatores de liberagdo hormonais,
neuropeptideos, neurotransmissores ou toxinas (GUTTE et al., 2015; MACHADO et al.,
2004).

Apos a descoberta de diversos peptideos naturais com fung¢des bioldgicas variadas
e de grande importancia, o interesse por analises mais aprofundadas destes componentes
cresceu rapidamente. Paralelamente, também se intensificou a busca pelo
desenvolvimento e sintese destas moléculas a fim de facilitar seu estudo, pois sua extragcdo
pode ser laboriosa, demorada ou até mesmo invidvel. Com este objetivo, metodologias
para a sintese, estudo e manipulagdo de peptideos foram criadas e aprimoradas (GLADA
et al., 1998).

Os principais métodos para a sintese de peptideos s@o: a sintese quimica, em que
se utiliza um reagente quimico para ativacao do acido carboxilico; a sintese enzimatica,
em que a ligacdo peptidica ¢ mediada por uma enzima; e a sintese via tecnologia do DNA
recombinante, em que o gene codificante do peptideo de interesse ¢ clonado e expresso
em microrganismos modificados (MACHADO et al., 2004).

A purificagdo de peptideos sintéticos ¢ comumente realizada a partir de técnicas
de cromatografia, sendo a cromatografia liquida de fase reversa considerada padrao ouro.

Nesta técnica, a adsor¢do dos peptideos ocorre em uma matriz estaciondria hidrofobica e
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a particdo dos solutos acontece entre a matriz e a fase movel. Ja para sua caracterizagdo,
onde ¢ possivel avaliar sua estrutura, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
eletroforese capilar podem ser aplicadas (MILLER et al., 1996).

Na busca por técnicas mais refinadas para estudar as interagdes de peptides, em
1990, uma técnica denominada SPOT Synthesis foi apresentada pela primeira vez por
Franck R. e colaboradores no 21° Simposio Europeu de Peptideos em Barcelona,
Espanha, como um método rapido e facil de sintetizar grande nimero de peptideos
(MERRIFIELD, 1969; REINEKE et al., 1999). Em 2002 essa técnica foi aprimorada com
a sintese de peptideos sobre folhas de membrana de celulose. Uma amostra de liquido ¢
dispensada em uma membrana, que o absorve formando um ponto circular e solventes de
baixa volatilidade sdo adicionados. Estas membranas podem entdo ser utilizadas para

diversos tipos de andlises dos peptideos.

2.1.5 A BIOINFORMATICA NO DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS
COMPUTACIONAIS

A bioinformatica pode ser definida como a aplicagdo da tecnologia da informacao
para a manipulacdo de dados biologicos, e o desenvolvimento de ferramentas e
tecnologias para facilitar e ampliar estes estudos estd em constante transformagdo
(GIBAS et al., 2001).

Na criagdo de ferramentas bioinformaticas, diversas linguagens de programacao
sdo utilizadas para a geracdo de softwares, ferramentas e scripts. Uma das linguagens
mais aplicadas na bioinformética é conhecida como Python: uma linguagem de alto nivel,
multiplataforma, com grande niimero de bibliotecas de codigo aberto e que pode ser
acoplada a diversos mddulos, que sdo uma espécie de coleg¢do de fungdes, como numpy
e matplotlib (ESRI, 1998).

Biopython, uma associa¢do desenvolvedora de ferramentas em python para
biologia computacional, inclui os modulos e scripts mais utilizados na bioinformatica,
sendo capaz de auxiliar em projetos de diversas naturezas bioldgicas, além de estar
também conectado a outros dispositivos bioinforméaticos, como por exemplo BLAST e
ferramentas de alinhamento de sequéncias (CHANG et al., 2009).

Uma etapa importante da criagdo e desenvolvimento de ferramentas

bioinformatizadas ¢ denominada “estudo de caso”, onde sdo realizados testes para
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verificagdo da funcionalidade de todas as ferramentas acopladas, normalmente utilizando
temas relevantes de importancia biologica. Esta fase ¢ realizada apos o término da criagao
do sistema, visando demonstrar a importancia e inovagdo apresentada pelo projeto da
ferramenta. Um exemplo ¢ o caso da plataforma Yvis (Antibody Visualization platform),
uma ferramenta que realiza a visualizacdo de alinhamentos de alta densidade de
anticorpos com um banco de dados integrado. Para o estudo de caso dessa plataforma
foram utilizados anticorpos anti-HI'V, demonstrando a versatilidade da plataforma Yvis e
facil visualizagdo de dados de alta densidade (CARVALHO et al., 2019).

Com a crescente geracdo de dados bioldgicos, gama de aplicabilidades da técnica
de SPOT e dificuldades da utilizagcdo dessa metodologia para uma grande quantidade de
sequéncias diferentes, surge a necessidade do desenvolvimento de técnicas
computacionais a fim de otimizar e viabilizar a comprovacgao de resultados in silico

utilizando metodologias in vitro.
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2.2.OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma ferramenta capaz de analisar e visualizar em larga escala o
mapeamento de epitopos e suas interagcdes em técnicas de SPOT, a partir da selecdo de

epitopos nao-redundantes.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Propor metodologia para gerar e selecionar peptideos ndo-redundantes a partir de
sequéncias brutas;

- Automatizar a anélise de resultados a partir de conexdo com a ferramenta comumente
utilizada para este fim;

- Implementar a metodologia em uma plataforma que permita ao usudrio realizar todas as

analises de forma unificada.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. PEPLESS: DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA

O desenvolvimento da ferramenta PepLess foi realizado na linguagem de
programacao Python. Ela foi escolhida por se tratar de uma linguagem de utilizagdo
universal para ciéncia de dados biologicos, além de possuir diversas bibliotecas que
auxiliam na automacao de scripts.

O nome da ferramenta, PepLess, buscou a juncdo das palavras “peptide” (em
portugués, peptideo) e “less” (em portugués, menos), trazendo a idéia de diminui¢do do
numero de peptideos que precisariam ser sintetizados, sendo esta a principal fun¢do da
ferramenta.

Afim de apresentar os requisitos funcionais que descrevem o que a ferramenta
deve ser capaz de realizar, levantou-se todas as necessidades desejadas a partir da analise

das atividades comumente realizadas sem a utiliza¢ao da ferramenta PepLess (Tabela 6).

Tabela 6: Requisitos funcionais do projeto. Demonstragdo de todos os requisitos

funcionais do projeto, divididos por identificacdo e prioridade.

IDENTIFICACAO REQUISITO FUNCIONAL PRIORIDADE
RF001 Ferramenta com apresentacdo grafica intuitiva Importante
RF002 Ag0es executadas através de botdes Desejado
RF003 Tela. 1n1g1a1 apresente acesso as principais Desejado
funcionalidades e a um tutorial
Tela de envio de arquivo com sequéncias em

RF004 formatq FASTA deve receber arquivo e.utlllzar Importante
os arquivos de tamanho e cobertura previamente
disponibilizados na pasta do sistema

RF005 Arquivo ¢ fragmentado de acordo com tamanho Essencial
e cobertura
Ferramenta gera arquivos com as fragmentagdes

RF006 dos tamanhos e coberturas solicitadas e graficos Essencial

com os valores das fragmentacdes

Tela de alinhamentos apresentando duas formas
RF007 de alinhar: Apenas entre os peptideos criados e Importante
entre os peptideos com as sequéncias iniciais

Alinhamentos realizados a partir da conexao
RF008 com ferramenta MAFFT, que possui expertise Essencial
em alinhar grande quantidade de dados

Tela de criacdo de membrana que apresente:

009 Quantidade de membranas necessarias a partir

Essencial
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da quantidade de peptideos criados, membrana
grafica apresentando a quantidade de SPOTs
necessarios e arquivo para ser utilizado em
sistema de sintese de membranas

RF010

Tela de analise de imunoensaios: Local para
envio de arquivo de imagem de membranas com
resultados a serem analisados

Importante

RFO11

Conexado com a ferramenta ImagelJ por botdo a
partir do envio do arquivo de imagem de
imunoensaios

Essencial

RFO012

Criacdo de membrana computadorizada a partir
dos resultados numéricos gerados em analise de
pixels pela ferramenta Imagel

Importante

RF013

Tela de andlise de resultados: Escolha da
porcentagem de resultados a serem considerados
como positivos, gerar alinhamentos em
ferramenta MAFFT e gerar membrana artificial
apenas com os resultados considerados positivos

Importante

Além disso, ¢ importante identificar e descrever os requisitos nao funcionais para

a ferramenta, que sdo os requisitos atribuidos a qualidade e as necessidades que a

ferramenta possa ter (Tabela 7).

Tabela 7: Requisitos nao funcionais do projeto. Demonstracdo de todos os requisitos

ndo funcionais do projeto, divididos por identificag@o e prioridade.

IDENTIFICACAO REQUISITO NAO FUNCIONAL PRIORIDADE

Ferramenta deve apresentar resposta de

RNF001 resultados com um tempo maximo de atraso de Importante
5 segundos

RNF002 Ferramenta deve ser compativel com Windows, Desejado
Mac e Ubuntu

RNF003 Padrao de cores automdtico para graficos e Desejado
membranas

RNF004 Ordem de apresentacdo dos peptideos segue a Desejado

ordem das sequéncias originais

Para melhor visualizagdo e compreensao das fungdes dos requisitos, os diagramas

de caso de uso sdo utilizados para apresentar as funcionalidades da ferramenta pelo ponto

de vista do usudrio final. Em um diagrama de caso de uso, o usudrio ¢ representado por

um boneco, as funcionalidades por baldes e as relagdes entre usuarios e funcionalidades,

sdo representadas por linhas continuas, quando relacionadas ao usudrio ou ndo continuas,

quando relacionadas a agdes internas da ferramenta (Figura 20).
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Diagrama de caso de uso

PepLess

Informar Buscar Fragmentar Gerar graficos

arquivo arquivos arquivo com os
FASTA "lenght" e FASTA valores de
agmentacéag

Selecionar Abrir arquivo
arquivo para selecionado

alinhamento na ferramenta

Selecionar Avaliar o Informar Gerar Gerar arquivo

arquivo para nlmero de ndmero de membranas NEENEEESN  para utilizar
criagao de peptideos do membranas gréficas na fer(amenta
membrana de sintese

Usuario

Informar
arquivo de
imagem da
membrana

Abrir o
arquivo na
ferramenta
ImageJ

Utilizar os Gerar um Gerar uma
MACROS arquivo com membrana

para ler a média dos computadorizadg
odos pixel pixels

Selecionar
arquivo de %

Abrir arquivo
selecionado
na ferramenta
MAFFT

Gerar

membrana Gerar aquivos
artificial com dividos por %
0 arquivo de positivos

Figura 20: Diagrama de caso de uso da ferramenta PepLess. Representa¢do de todas
as agodes do sistema, sendo o usudrio representado por um boneco, as funcionalidades
representadas por baldes e as relagdes entre eles representadas por setas continuas, no
caso de relagdes de usuario com funcionalidades, ¢ ndo continuas, no caso de relagdes

dentro do sistema.

As principais funcionalidades da ferramenta foram definidas para a criacdo de um
fluxo de trabalho (Figura 21):

a) Receber sequéncias em larga escala e fragmenta-las em peptideos de acordo
com a necessidade do usuario;

b) Selecionar peptideos nao-redundantes, isto €, peptideos ndo idénticos, dentre
os criados a partir da fragmentagao;

¢) Demarcar cada peptideo criado, apresentando sua(s) sequéncia(s) de origem,;

d) Gerar apresentagdes visuais dos resultados em graficos e alinhamentos, para
facilitar a compreensdo do usuario;

e) Gerar um arquivo final para utilizagdo em sistemas de sintese de membranas

pela técnica de SPOT;
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f) Realizar a anélise dos imunoensaios feitos com as membranas produzidas de

forma automatizada e gerar resultados visuais.

Para o desenvolvimento da etapa (a), foi necessario um script que possibilitasse a
utilizagdo de um arquivo com as sequéncias e outros dois com os tamanhos de peptideos
e coberturas de fragmentacdo escolhidos pelo usuario. A partir destes trés arquivos, o
script gera novos arquivos com as fragmentacdes identificadas. Apds a fragmentagdo, um
segundo script, responsavel pela etapa (b), avalia a pré-existéncia de cada novo peptideo
criado em relagdo aos anteriores. Se o novo peptideo for Unico, ele ¢ adicionado ao
arquivo final de peptideos, caso contrario, o mesmo ¢ rejeitado. Para realizar a
demarcag¢do de peptideos apresentado na etapa (c) uma marcacdo com o nome da
sequéncia de origem ¢ realizada em cada peptideo adicionado ao arquivo final. Caso o
peptideo seja rejeitado, esta marcagdo vai ser entdo acoplada ao peptideo inicial,
acumulando marcagdes quantas vezes forem necessarias.

Objetivando a criagdo de resultados visuais para o usudrio da etapa (d), scripts
com implementacdo da biblioteca Matplotlib foram utilizados para criar resultados
gréaficos dos dados gerados nas fragmentagdes. Em contrapartida, para a apresentagdo dos
dados em forma de alinhamentos, a conexao do script com programas de alinhamento e
andlise de cddigo aberto foram realizadas de acordo com o manual de cada sistema.

Ao final de todas as analises, o script responsavel pela etapa (e) realizara a criacao
de arquivos com todas as fragmentagdes feitas pelo usuario compativeis com os principais
sistemas de sintese de peptideos em membrana de celulose pela técnica de SPOT.

Apoés a sintese e utilizacdo dessas membranas em imunoensaios, ¢ possivel
realizar a analise dos resultados de forma automatizada. Para isto, um script que conecta
um sistema de analises de pixels com um macro, que ¢ um programa que automatiza uma
série de comandos, permite que o PepLess analise todo os SPOTs e gere resultados
visuais, como tabelas, membranas virtuais e alinhamentos especificos de SPOTs que o

usuario considerar positivos.
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Figura 21: Fluxo de trabalho da ferramenta PepLess. O usuério deve informar a

ferramenta: o arquivo FASTA e arquivos de length e offset. A partir destes dados, a

ferramenta seleciona sequéncias ndo idénticas, as fragmenta, gera resultados graficos,

alinhamentos e membranas. Apos a sintese da membrana e utilizagdo em imunoensaios,

o usudrio deve informar o arquivo da membrana escaneada a ferramenta, que ird avaliar

a intensidade de cada SPOT, produzir uma membrana computadorizada com os

resultados, gerar alinhamentos com os valores positivos selecionados e produzir uma

segunda membrana computadorizada apenas com os resultados positivos.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

2.4.1. PEPLESS: DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA

O script de PepLess necessita receber trés dados principais do usuario: (i) Um
arquivo no formato FASTA com todas as sequéncias escolhidas; (ii) um arquivo de texto
com o tamanho dos peptideos, denominado comprimento, ou “length”; e (iii) um segundo
arquivo de texto com a quantidade de aminoacidos sobrepostos, denominado
deslocamento, ou “offset”.

O primeiro passo apds a insercao desses trés dados ¢ a selecdo e geragdo de um
novo arquivo apenas com as sequéncias nao idénticas e, a seguir, o script realiza todas as
fragmentacdes neste novo arquivo, de acordo com as especificagdes de comprimentos e
deslocamentos (Figura 22). A partir dai, o sistema informa ao usuario a quantidade de
peptideos gerados com e sem os fragmentos redundantes. Ao final, a op¢ao de geracao de
graficos serd disponibilizada: O primeiro grafico apresenta todos os comprimentos e
deslocamentos escolhidos, com e sem peptideos redundantes; e o segundo, com a

porcentagem de redugdo entre com e sem peptideos redundantes (Figura 23).

§ Welcome to Pepless - O X
Start PeplLess | Start alignment | Membrane creation | Membrane analysis | Tutorial |
¢ Start Pepless - O X
Select the name of the FASTA file: v ‘ Start

Figura 22: Telas iniciais da ferramenta PepLess. Apresentacdo da tela inicial da

ferramenta e da tela de solicitagcdo de arquivo em formato FASTA para inicio das anélises.
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Figura 23: Telas de resultados graficos. Telas com resultados graficos de criagdo de
peptideos com e sem redundancia, sendo o primeiro grafico apresentando a quantidade

de peptideos e o segundo, as porcentagens de reducdes.

Ap0s a geragdo grafica dos resultados, uma opcao para realizar alinhamentos ¢é
oferecida na ferramenta, onde o usudrio pode observar e manipular o alinhamento de
todos os peptideos gerados com as sequéncias iniciais ou apenas entre os peptideos. Nessa
etapa, ¢ possivel mapear os sitios de interag¢ao e produzir menos membranas com a mesma
cobertura de peptideos de antes (Figura 24).

A seguir, o sistema ird fornecer diferentes maneiras que esses peptideos podem
ser sintetizados em membranas de celulose. O usudrio deve escolher o arquivo

correspondente ao melhor resultado no alinhamento, observar em uma interface grafica
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(Graphical blueprint) como sera o “mapa” da membrana de SPOT e a transferir os dados
para o sistema sintetizador de peptideos, que produzird a membrana de interesse (Figura
25). Apds esta etapa, o usuario poderd utilizar a membrana em imunoensaios € submeter
o resultado de volta ao PepLess, que realizara a andlise das membranas automaticamente.
Além disso, todos os resultados gerados serdao disponibilizados em formatos de texto e

imagem em uma pasta gerada pela ferramenta.

¢ Alignment menu - [m} X
Select the file from Pepless for align (Ex: Length60ffset1WithoutRedundancy):

v]

Align the peptides with the original sequences I

Align only the peptides between them I

Create membrane

m MX: Alignment Explorer (AlignedLength150ffset3WithoutRedundancy.fasta) - m] X

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=R EBmEve n DXL xXxG +#apr QQ Q49

Protein Sequences I

Species/Abbrv ~
TBT.PIOLLPIT6 |- - ---------------=-=-=-==-====-=="-="==-==-="=========-=-=-==-=--=---+

182, PLD_LLP117 |- - - - - - - 1@
183.PLD_LLP118 |- - = = = = = - - -
184 PLD_LLPI19 |- = = = = = = = = = - - -

185.PLD_LLP120 |- = = = = = = = = = - - = - - -

186, PLD_LLPI21 |- = = = = = = = = = = = = =~ = = - -

187.PLDLLPI22 |- = = = = = = = = == - = oo oo oo

18B.PLD_LLPI23 |- = = = = = = = = = = = = = = = = o ==~

189 PLDLLPI24 |- = = = = = = = = = = o oo e oo oo

190.PLD_LLPI25 |- = = = = = = = = = oo e oo oo e oo

191 PLD_LLPI26 |- = = = = = = = = = = = = = = = & mm s m e e o e oo

192 PLD_LLPI27 |- = = = = = = = = = = & s s o e oo m e oo oo

193.PLD_LLPI28 |- = = = = = = = = = o o st e o e e oo e o e oo

194, PLD_LLP129 |- = = = = = = = = = = & = m st o e e e e oo oo oo oo

195 PLD_LLP130 |- = = = = = = = = = = = = & & & o e o e e oo s oo

196.PLD_LLPI31 |- = = = = = = & & oo e e e e e e e e e e e e e e e e i e e
L T

198. PLD_LLP133 ---lLlFR!LILIIL L s s s e e e e e e e e i e oo

199. PLD_LLP134 |- - - - - - FREEL 1Lt LDLKVE- - - - - - - - ool
200.PLD_LLP135 |- - - - - - - - LiL LD LRV F - - - - - - - oo lll..
201.PLD_LLPI36 |- = - = = = = = = = - - L11LplLkvDEF W e
202.PLD_LLPI37 |- = -« = = = - === - = -~ LplLkvDEF LBYR------- -
203.PLD_LLPI38 |- < = « = = = = - < ===~ KVvDEF LEYRABK - - - - - - - -l
204 PLD_LLPI39 |- = = - = = - oo e e e e e oo F LE vk LA - - - v
< >
Site # l1 j‘ & with " w/o gaps

Figura 24: Tela para criacio de alinhamentos e tela com alinhamentos em MAFFT
(software para Alinhamento multiplo de sequéncias). Apresentacdo de tela em que
deve ser informado o arquivo desejado para que seja realizado o alinhamento dos
peptideos criados. Os alinhamentos podem ser feitos tanto entre peptideos e suas

sequéncias originais, quanto apenas entre os peptideos criados.
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Graphical blueprint of synthesis
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Figura 25: Graphical blueprint of synthesis. Apresentagdo de tela da membrana
computadorizada que demonstra o tamanho e localizacao de peptideos na membrana a ser

produzida.

E importante que o usuario desenhe uma linha de 2 milimetros, proximo ao
primeiro e ao ultimo ponto da membrana apds a realizagdo dos imunoensaios:. Esta etapa
ir4 garantir que a analise das membranas ocorra sem problemas, uma vez que o sistema
precisa identificar essas duas marcas para selecionar a area correta dos pontos na
membrana.

Apobs 0 uso no imunoensaio, cada membrana precisa ser escaneada e as imagens
salvas no computador. O usudrio selecionard cada imagem e, por meio de uma macro no
processador de imagem denominado ImageJ (a empresa Sys2Diag possui autorizagdo de
utilizagdo do processador de imagem para fins de desenvolvimento de ferramentas),
identificara as marcas que indicam o inicio e o fim de cada membrana para analise de
pixel da éarea selecionada. Linhas horizontais serdo criadas na area de todos os pontos,
que indicardo a localizagdo de cada ponto. Apds essa analise, o sistema fornecera a média
dos pixels para calcular um valor Unico de intensidade de pixel para cada ponto (Figura

26).
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Figura 26: Tela da analise por ImageJ. Apresentagdo de tela no sistema ImageJ onde a

analise ¢ automatizada a partir de macros e os resultados de médias de pixels sdo plotados

em graficos.

Com esses dados, o sistema ira gerar: (i) Um resultado grafico correspondente ao
valor da intensidade de cada ponto; (ii) um arquivo excel com a sequéncia de peptideo
correspondente a cada valor de intensidade de todos os SPOTs; e (iii)) uma membrana

computadorizada com os dados correspondentes da imagem utilizada (Figura 27).
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Figura 27: Tela da analise por ImageJ e membrana grafica espelhada. Apresentagdo
de tela no sistema ImageJ, com uma segunda tela onde uma membrana grafica espelhada

da imagem escaneada da membrana ¢ produzida a partir dos valores de pixels

1dentificados em cada SPOT.
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Ap0s a realiza¢do do procedimento em todas as membranas, o banco de dados da
ferramenta PepLess fornecerd os valores de intensidade de todos os pontos e,
consequentemente, de cada peptideo. Com essa coleta de dados, a préxima etapa ¢ realizar
um novo alinhamento dos peptideos usando uma pontuagdo de corte selecionada dos
resultados anteriores: Padrao (que exclui apenas os valores de fundo, ou “background”),
25%, 50%, 75% ou um valor informado pelo usuério. Apenas os pontos considerados
positivos pela analise do usuario serdao apresentados no alinhamento (Figura 28).

O novo alinhamento ira gerar uma membrana artificial apenas com os peptideos
que apresentarem o valor de corte escolhido e, dessa forma, o usudrio terd todos os dados
relevantes deste trabalho em um tnico local, com possibilidade de modifica¢do do valor

de corte de acordo com sua preferéncia.
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Figura 28: Tela de alinhamento de SPOTs positivos em MAFFT. Apresentagdo de
alinhamento utilizando apenas peptideos considerados positivos pelo usuario apds a

analise de resultados de pixels de SPOTs.

A técnica de SPOT ¢ de grande utilidade para diversos tipos de estudos biologicos
e produtos biotecnologicos, mas necessita de adaptacdes e melhorias. Por esta razdo, esta
técnica tem sido foco de discussdo em grupos de pesquisa especializados, ao observar a

dificuldade na realizag¢do de andlises em larga escala. Além disso, poucos projetos visam
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otimizar os pontos mais criticos desta técnica. Logo, o desenvolvimento da ferramenta
PepLess tem sua aplicacdo necessaria tanto na producdo de membranas quanto nas
analises de seus resultados, permitindo economizar tempo e reagentes de sintese, de facil
manipulagdo e integragdo de resultados.

A partir dos resultados apresentados no desenvolvimento da ferramenta, observa-
se que a mesma estd em funcionamento completo, desde a preparagdo das sequéncias para
producdo das membranas, até a analise final dos resultados dos imunoensaios de SPOT.
Apesar disso, a ferramenta ainda requer melhorias de reestilizacdo da interface para que
fique ainda mais intuitivo e de facil utilizagdo, uma vez que a potencializacdo da
usabilidade e interagdo humano-computador deve ser a melhor possivel. Além disso, ¢
importante que a ferramenta esteja disponibilizada de forma online, e por isso, o
desenvolvimento web da mesma estda em fase de criacdo. Quando se trata do
desenvolvimento de um sistema com aplicagdes bioldgicas, o transporte das ideias para o
sistema deve ser feito da forma mais assistencial concebivel, garantindo uma contribui¢ado
mais efetiva e extensa para a comunidade cientifica (MENDONZA et al., 2018; KALUZ,
2015; SANDEFER et al., 2013).

As funcionalidades disponiveis no sistema PepLess visam o apoio a tomada de
decisdo, permitindo que a cada passo o pesquisador utilize o raciocinio e analise critica
dos seus resultados para as suas posteriores escolhas. Desta forma, a estruturacdo do
sistema permite que o usudrio possa sempre modificar suas decisdes, avaliar os dados em

diversas especificagdes e escolher quais deles mais lhe interessam.
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CAPITULO 111

ESTUDO DE CASO PEPLESS I - TRANSCRITOS DE LOXOSCELES LAETA
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3.1. INTRODUCAO

3.1.1. PREDICAO DE EPITOPOS EM TOXINAS DE VENENOS E SUAS
APLICACOES

Devido aos problemas causados pela produgdo e administragdo do soro contra o
veneno da aranha Loxosceles, ¢ importante a busca por novas técnicas para melhoria ou
substituicdo da imunizacdo comumente utilizada. Em 2003, Araujo e colaboradores
(2003) imunizaram animais usando fosfolipase-D recombinante e observaram que esta
proteina gerou anticorpos capazes de neutralizar a atividade dermonecrotica do veneno
em coelhos. J4 em 2008, De Almeida e colaboradores realizaram imunizagdes em cavalos
com trés fosfolipases-D recombinantes, que também garantiu neutralizagdo (DE
ALMEIDA et al., 2008) desta mesma atividade. Apesar disso, nestes dois trabalhos as
proteinas produzidas apresentaram efeitos toxicos nos animais.

Nosso grupo vem trabalhando ao longo dos anos no estudo da utilizagdo de
epitopos sintéticos como imundgeno. Felicori e colaboradores em 2009 identificaram que
a proteina dermonecroética recombinante (rLiD1) do veneno de L. intermedia é capaz de
induzir a producdo de anticorpos que neutralizam eficientemente os efeitos toxicos do
Loxoscelismo (FELICORI et al., 2009). Lima e colaboradores em 2018 predisseram e
caracterizaram uma proteina multiepitdpica quimérica (rMEPLox), a partir do trabalho
de rLiD1 e de outros que se seguiram, contendo epitopos das principais proteinas de
aranhas do género Loxosceles. Esta proteina conferiu protegdo contra os efeitos
dermonecroticos do envenenamento a um coelho imunizado (LIMA et al., 2018).

Nestes e em outros trabalhos que estudam a substitui¢do de venenos por epitopos
sintéticos, a predi¢do de epitopos pela técnica de SPOT ¢ amplamente utilizada como
forma de identificar peptideos reativos para aprimorar suas proteinas recombinantes.
Além disso, diversas ferramentas bioinformaticas sdo usadas para predicdo destes
epitopos, usualmente utilizando redes neurais artificiais para interligar as informagdes
disponibilizadas com as encontradas em bancos de dados.

Os dados obtidos com as andlises transcriptdmicas descritas no Capitulo I podem
ser aplicados para diversos fins, incluindo na busca por epitopos de toxinas do veneno de
aranhas Loxosceles. A andlise de peptideos provenientes das sequéncias contidas no
transcriptoma pela técnica de SPOT pode revelar sequéncias reconhecidas pelo soro e que

podem ser utilizadas como imunizante para produgdo deste mesmo soro. Entretanto, o
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numero de peptideos a serem sintetizados em membrana de celulose precisa ser
otimizado, a fim de se poupar tempo, reagentes e tornar a analise mais vidvel. Nesse
contexto, o programa PepLess se torna uma ferramenta valiosa de design racional da

membrana de SPOT.
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3.2.OBJETIVOS

3.2.1. OBIJETIVO GERAL

Implementar a ferramenta PepLess e todas as suas funcionalidades em formato de
estudo de caso dos principais transcritos de toxinas identificadas no transcriptoma da

aranha peruana Loxosceles laeta.

3.2.2.  OBIETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar as sequéncias de transcritos das principais toxinas identificadas no Capitulo I
deste trabalho na ferramenta PepLess;

- Gerar todos os dados relativos as andlises realizadas pela ferramenta;

- Selecionar um tamanho e cobertura de fragmenta¢do de peptideos adequados para
andlise por SPOT;

- Sintetizar uma membrana pela técnica de SPOT a partir do arquivo gerado pela
ferramenta;

- Realizar imunoensaios com a membrana produzida;

- Analisar os resultados dos imunoensaios utilizando a ferramenta, visando mapear os

principais epitopos lineares reconhecidos pelos soros de interesse.
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3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. IMPLEMENTACAO DE PEPLESS COM TRANSCRITOS DE LOXOSCELES
LAETA PERUANA

Um arquivo em formato FASTA contendo os principais transcritos de cada grupo
de toxinas de Loxosceles laeta peruana foi criado a partir das andlises das sequéncias
realizadas no Capitulo I, e incorporado a ferramenta PepLess.

Dezesseis sequéncias foram incorporadas, sendo quatro metalloproteases, cinco
fosfolipases-D, uma serinoprotease, uma hialuronidase, quatro toxinas inseticidas e uma
TCTP. Os seguintes tamanhos foram entdo informados a ferramenta para que a
fragmentacdo se iniciasse: Lengths 10, 12 e 15; Offsets 1,2,3 ¢ 5.

Escolheu-se a melhor cobertura a partir dos graficos de reducao e quantidade de
peptideos produzidos e gerou-se um arquivo especifico a ser incorporado a ferramenta de

sintese de membranas ResPep SL.

3.3.2. SINTESE E MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT E
ANALISE POR PEPLESS

A sintese da membrana de celulose foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Ricardo Andrez Machado de Avila no laboratério da Profa. Dra. Vanete Thomaz Soccol
localizado na Universidade Federal do Parand (UFPR), através do aparelho de sintese
automatica ResPep SL (IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Alemanha). Quinze
pentadecapeptideos sobrepostos por trés residuos cobrindo as principais toxinas da
glandula de veneno de L. laeta peruana identificadas pela analise transcriptdmica foram
sintetizadas seguindo o protocolo descrito por Laune e colaboradores em 2002,
depositando um volume de 0,6 pl de cada aminoacido, permitindo a obtencdo de
aproximadamente 50 nanomoles de peptideo por ponto de membrana.

A membrana de celulose ¢ transformada para disponibilizar grupamentos amino
para o acoplamento de aminoacidos. Isso se da pela esterificagdio de uma
Fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC)-BAla-OH as fung¢des hidroxila disponiveis na
celulose, que permite que o suporte se torne funcional e afaste o peptideo do mesmo,

garantindo maior mobilidade e manutencao da conformacao desde peptideos.
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Para avaliar a reatividade de anticorpos frente a essa membrana, foi utilizado o
soro anti-metaloprotease de L. intermedia (LALP-1) cedido pelo Prof. Silvio Sanchez
Veiga (UFPR). A membrana foi lavada com solucdo fosfato salina (PBS pH 7,4) e
bloqueada com TBS 3% e Tween 0,1% overnight. Apés uma nova lavagem, a membrana
foi incubada com o soro por 120 minutos (diluigdo 1:100) e novamente lavada com TBS
3% e Tween 0,1%. A ligacdo dos anticorpos foi detectada utilizando anticorpos
secundarios anti-IgG de coelho ligados a fosfatase alcalina (dilui¢ao 1:2.000/SIGMA).
Apo6s 30 minutos da adi¢do do substrato BCIP-MTT em 0,4% MgCl2 em tampao citrato
salina (CBS pH 7,0), observa-se as regides reativas da membrana através da formagao de
precipitados azulados sobre os spots que contém peptideos reconhecidos pelos anticorpos
do soro testado. A membrana foi entdo escaneada para ser posteriormente analisada
utilizando a ferramenta PepLess.

Este primeiro ensaio foi também utilizado para comparagdo com uma membrana
previamente produzida em meu mestrado, que possuia peptideos provenientes das trés
principais metaloproteases encontradas a partir dos mesmos dados transcriptomicos.
Nesta membrana, os dados ndo foram tratados pela ferramenta PepLess e, por isso,
ocuparam um numero maior de spots. A sequéncia peptidica de uma das trés
metaloproteases, LALP-LP3, foi incorporada a nova membrana produzida neste capitulo,
garantindo uma comparagao de eficdcia entre a utilizagdo ou ndo da ferramenta PepLess.

Além disso, os seguintes soros com as seguintes diluigdes foram também
utilizados para avaliar a reatividade de anticorpos: Soro comercial (produto final) do
Instituto Nacional de Salud (INS) — Lima, Peru (dilui¢do 1:1.000), soro comercial
(produto final) do Centro de Produgdo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) — Curitiba,
Brasil (diluigdo 1:1.000), soro hiper imune de cavalos imunizados com veneno de
Loxosceles laeta do Instituto Nacional de Salud (dilui¢do 1:1.000) e soro hiper imune de
cavalos imunizados com venenos de Loxosceles spp. do Centro de Producao e Pesquisa
de Imunobioldgicos (dilui¢ao 1:1.000).

Como controle destes experimentos, os mesmos ensaios foram realizados na
membrana com soro de coelhos e cavalos antes de imunizac¢des (soros pré-imune)
(diluigao para coelhos 1:100 e, para cavalos, 1:1000).

Para realizar as analises dos resultados dos imunoensaios de SPOT, a membrana
foi fotografada apds reatividade com o subtrato mencionado anteriormente, e foi
posteriormente regenerada, para ser reutilizada em outros ensaios. O processo de

regeneragdo consiste na realizacdo de lavagens de 10 minutos com reagente A
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(mercaptoetanol), reagente B (etanol/dgua/dcido acético nas propor¢des 50:40:10
vol/vol/vol) e ao fim com metanol, para secagem da membrana.

As fotografias de cada imunoensaio de SPOT utilizando a membrana de L. laeta
peruana foram carregadas na ferramenta PepLess € os dois macros de ImageJ utilizados
para leitura automadtica dos pixels de toda a membrana. A partir da média de cada

circunferéncia, valores de cada SPOT foram disponibilizados para analise.

Considerou-se como resultado positivo os valores acima de 75% da média entre
todos os valores, e os SPOTs positivos foram entdo alinhados entre si e entre a proteina
multiepitdpica quimérica rMEPLox predita e caracterizada por Lima e colaboradores em
2018, afim de buscar peptideos potencialmente importantes para o desenvolvimento de
metodologias alternativas no desenvolvimento de soros antiloxoscélicos (LIMA et al.,

2018).
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1. IMPLEMENTACAO DE PEPLESS COM TRANSCRITOS DE LOXOSCELES
LAETA PERUANA

A partir dos tamanhos informados para as fragmentacdes, dois graficos foram
gerados, sendo o primeiro apresentando as quantidades de peptideos com e sem
redundancia em todos os tamanhos desejados e o segundo apresentando a porcentagem
de redu¢do em quantidade de peptideos necessarios apds a retirada de peptideos

redundantes (Figura 29).
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(B)

Graphic with % of reduction of the quantity of the peptides
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Figura 29: Resultado grafico da utilizacdo da ferramenta PepLess com um banco de
dados das principais toxinas identificadas no transcriptoma de L. laeta peruana. (A)
Quantidade de peptideos produzidos; (B) Porcentagem de reducdo na quantidade de
peptideos produzidos: (Before) em vermelho representa a quantidade de peptideos com a
presenga de peptideos redundantes e (After) em azul representa a quantidade de peptideos

sem a presenga de peptideos redundantes.

A partir dos dados informados pela ferramenta PepLess, a cobertura de L1503,
com 599 peptideos e 21% de redugdo de peptideos em relagdo ao tamanho original foi
escolhida para dar seguimento a sintese da membrana. A partir do tamanho escolhido, a
ferramenta PepLess gerou um arquivo especifico a ser incorporado a ferramenta de

sintese de membranas ResPep SL.

3.4.2. SINTESE E MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT E
ANALISE POR PEPLESS

A membrana sintetizada foi testada em imunoensaios utilizando soro de coelho
ndo imune, soro de cavalho ndo imune, soro anti-metalloprotease de L. Intermedia, soro

comercial (produto final) do Instituto Nacional de Salud (INS) — Lima, Peru, soro
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comercial (produto final) do Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiologicos (CPPI)
— Curitiba, Brasil, soro hiper imune de cavalos por Loxosceles laeta do Instituto Nacional
de Salud e soro hiper imune de cavalos por Loxosceles spp. do Centro de Produgdo e
Pesquisa de Imunobioldgicos.

A identificacdo de todas as toxinas e os peptideos correspondentes a cada spot
estdo disponiveis no Apéndice 1.

Nao observou-se reatividade dos soros ndo imunes de coelho e cavalo a
membrana, conforme esperado, além de pouca ou nenhuma reatividade com os soros
comerciais do INS e CPPI (Figura 30, Figura 31 e Figura 32). Uma justificativa para
este comportamento € que os soros industrializados contém fenol em sua composi¢cdo

final, o que pode interferir no imunoensaio SPOT.
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Figura 30: SPOTSs com soros pré imunes em membrana de L. laeta peruana. Soros
pré imunes de coelho e cavalos nas diluigdes 1:100 e 1:1.000 respectivamente. Utilizou-
se anticorpo anti-IgG de coelho e de cavalo, respectivamente, conjugados a fosfatase

alcalina (1:4000 e 1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos.
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Anti-loxoscelic serum from INS (1/1.000)

Figura 31: SPOT com soro comercial do INS produzido em cavalos na membrana
de L. laeta peruana. Soro comercial do INS na dilui¢dao 1:1.000. Utilizou-se anticorpo
anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para

a revelacao dos SPOTs reativos.

Anti-loxoscelic serum from CPPI (1/1.000)

Figura 32: SPOT com soro comercial do CPPI produzido em cavalos na membrana
de L. laeta peruana. Soro comercial do INS na dilui¢ao 1:1.000. Utilizou-se anticorpo
anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato MTT-BCIP para

a revelacdo dos SPOTs reativos.

Ja& nos outros trés imunoensaios utilizando o soro anti-metalloprotease de L.
Intermedia, o soro hiper imune do INS e o soro hiper imune do CPPI, foi possivel
observar alguns SPOTs reativos, indicando uma reatividade especifica a ser avaliada
(Figura 33, Figura 34 ¢ Figura 35).

A partir das médias geradas pela ferramenta PepLess utilizando os macros de

ImagelJ, os SPOTs reativos com valores acima de 75% da média foram marcados em
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vermelho e seus peptideos, foram alinhados entre si e entre a proteina multiepitdpica
quimérica rMEPLox (Figura 36).

Todos os peptideos considerados positivos nesta andlise apresentaram
semelhancas com rMEPLox no alinhamento, demonstrando algumas similaridades
importantes entre peptideos de L. laeta peruana, ja que a partir de uma alta conservagao
entre espécies € possivel facilitar e otimizar o tratamento de acidentes. Entretanto,
também foram observadas diferencas relevantes entre toxinas fundamentais para o
desenvolvimento do quadro de envenenamento por aranhas do género Loxosceles. Estes
resultados reforcam a importancia de estudos visando uma melhor compreensdo das
diferengas entre as aranhas Loxosceles na América do Sul, e planejamento de uma
unificagdo de soros antiloxoscélicos para um tratamento mais abrangente dos diferentes

casos de acidentes.
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Figura 33: SPOT com soro anti-metalloprotease de L. intermedia produzido em
coelhos na membrana de L. laefa peruana. Soro anti-metalloprotease LALP1 na
dilui¢do 1:100. Utilizou-se anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina
(1:4000) e o substrato MTT-BCIP para a revelagdo dos SPOTs reativos. SPOTs

considerados positivos pela ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.
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Figura 34: SPOT com soro hiper imune do INS produzido em cavalos na membrana
de L. laeta peruana. Soro hiper imune do INS na dilui¢ao 1:1.000. Utilizou-se anticorpo
anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:4000) e o substrato MTT-BCIP para
a revelagdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados positivos pela ferramenta PepLess

foram marcados em vermelho.

Hiper-imune horse serum from Loxosceles spp. (1/1.000) - CPPI

F -._-‘HQ-?
h

Y- 120

599

Figura 35: SPOT com soro hiper imune do CPPI produzido em cavalos na
membrana de L. laeta peruana. Soro hiper imune do CPPI na diluic¢do 1:1.000. Utilizou-
se anticorpo anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados positivos pela

ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.
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Figura 36: Alinhamento dos peptideos reativos dos imunoensaios de SPOT com os
peptideos de metaloprotease e fosfolipase-D de rMEPLox. Em verde apresenta-se o
alinhamento de epitopos de fosfolipases-D de L. laeta peruana com o epitopo de
fosfolipase-D de L. intermedia em rMEPLox; em vermelho apresenta-se o alinhamento
de epitopos de metaloproteases de L. laeta peruana com epitopo de metaloprotease de L.

intermedia em tMEPLox.

Uma validacdo alternativa da ferramenta PepLess se deu pela comparacao desses
resultados de imunoensaios utilizando a membrana otimizada com uma membrana de L.
Laeta previamente produzida. Na membrana anterior, os dados ndo foram tratados pela
ferramenta PepLess, e por isso, foi necessario o uso de um numero maior de SPOTs. A
mesma sequéncia de metaloprotease (LALP-LP3) foi incorporada 8 membrana produzida
neste capitulo, e ao utilizar o mesmo soro anti-metaloprotease de L. intermedia para
realizar uma comparagao de eficacia entre a utilizacdo ou ndo da ferramenta PepLess, foi

possivel observar os mesmos principais peptideos reativos (Figura 37).
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Figura 37: Recorte de membrana de metaloprotease de L. laeta peruana (LALP-
LP3) sem e com a utilizacdo da ferramenta PepLess. Apresentacio dos SPOTS
reativos apds o imunoensaio utilizando soro anti-metaloprotease de L. intermedia na
dilui¢do 1:1.000. Utilizou-se anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina
(1:4000) e o substrato MTT-BCIP para a revelagdo dos SPOTs reativos. SPOTs
considerados positivos pela ferramenta PepLess foram marcados em vermelho
(membrana ndo proveniente da ferramenta PepLess) e verde (membrana proveniente da

ferramenta PepLess).

A partir dos resultados apresentados neste Capitulo, observou-se a funcionalidade
completa da ferramenta PepLess frente a um estudo de caso real, e que a partir dos
imunoensaios realizados com a membrana sintetizada a partir dos peptideos produzidos
pela ferramenta, epitopos importantes no envenenamento pela aranha Loxosceles foram
identificados e confirmados a partir da comparagdo com os epitopos utilizados na

producdo da rMEPLox.
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CAPITULO IV

ESTUDO DE CASO PEPLESS II - TRANSCRITOS DA SERPENTE MICRURUS
SPP.
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4.1. INTRODUCAO
4.1.1. AS SERPENTES

As serpentes, pertencentes a superordem Lepidossauria, grupo Reptilia, ordem
squamata, possuem morfologia para engolirem presas maiores que seu proprio corpo. As
peconhentas possuem presas anteriores com especializagdes de um sistema de inoculagao
ancestral que data de 170 milhdes de anos, durante o periodo Jurassico (POUGH, et al,
2008; FRY et al., 2012). O veneno tem como funcdo inicial incapacitar o sistema
locomotor da sua presa, e as secrecdes orais auxiliam na digestdo e lubrificacdo
(WENSTEIN; SMITH & KARDONG, 2010).

Dentro da superfamilia Columbroidea, as serpentes pegonhentas podem ser
divididas em quatro familias: Viperidae, Elapidae, Colubridae e Atractaspidae. As
serpentes da familia Viperidae possuem especializa¢des maxilares que permitem que as
presas inoculadoras de veneno se mantenham horizontalmente quando a boca esta
fechada. Elas sdo comumente localizadas na Europa, Asia, Africa e Américas.

A familia Colubridae ¢ conhecida por ndo possuir presas inoculadoras para injetar
veneno, mas, mesmo assim, muitas possuem glandulas que secretam veneno. A terceira
familia, Atractaspidae, possuem hdbitos fossoriais, presas alongadas, e ocorréncia
principalmente na Africa e Asia.

Por outro lado, as serpentes da familia Elapidae possuem suas presas proximas a
regido do cranio, impossibilitando movimenta¢cdo de maxilar. Elas sdo localizadas em
todos os continentes, exceto na Antartida. Os representantes mais famosos desta familia
sdo as Micrurus, objeto de estudo deste capitulo, conhecidas como cobras corais na

América do Sul e central (FRANCO et al., 2009) (Figura 38).



89

n pf pal ec . =
<IAanc——=x — 7 Wz
—— },3&@{ N [ ST
T\t LIS .- g™ P P
SOSRES | o=t 7N
smx B mo—————2 _ ——\T — A\
\}\_:\‘\ R w2 -~ o )
7 A P e T ——
LA A -
N LA AL 4a 188, ~ - -
A =—_ man__— B —man__—
= —‘)/" ~ ’\* -
/S (pt/ 2 8 A
. - i p,'C‘ 5~ be S—st e
pmx—F- ), AN YK = e N
(= Lo
= [ S T ey N
smx\ S R W e q
- ('(v'/n(" 4
= \_pal ol \
p = pt
¢daq, . » ‘
. < 1:-—"1‘ R
NN < man -
G e

Figura 38: Vista lateral do cranio de (A) Viperidae, (B) Atractaspidae e (C)
Elapidae. (Fonte: DEUFEL & CUNDALL, 2006)

4.1.2. SERPENTES DO GENERO MICRURUS

As serpentes do género Micrurus sao divididas em mais de 120 espécies. Elas sao
amplamente encontradas nas Américas: desde a Argentina, até o sul dos Estados Unidos.
Elas possuem este nome devido ao tamanho reduzido de sua cauda, sendo “micro” =
pequeno e “urus” = cauda.

Na América do Sul, diversas espécies sdo encontradas. No Brasil, as principais
sa0 M. lemniscatus, M. corallinus, M. frontallis € M. ibiboboca. Entretanto, muitas outras
espécies e subespécies sao identificadas todos os anos no Brasil. Algumas destas espécies
tem seus habitats bem elucidados por regides no Brasil. Isto se da pelo tipo de vegetagao
e clima em que elas se sentem mais confortaveis para habitar e reproduzir (Figura 39).
Além do Brasil, ¢ importante ressaltar a presenca de outras espécies em paises como Peru
e Argentina, onde os acidentes com estas serpentes também sdo problemas de saude

publica (Figura 40).
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M. I. helleri

O

@ M. |. lemniscatus
O M. I. carvalhoi
A M. ibiboboca

Figura 39: Distribuicio geografica de subespécies de M. lemniscatus e M. ibiboboca

no Brasil. Em amarelo, as serpentes M. [ helleri; em vermelho, as serpentes M. .

lemniscatus; em branco, as serpentes M. [ carvalhoi; e em verde, as serprentes M.

ibiboboca (Fonte: CALVETE et al., 2019)

I Leptomicrurus
B Micruroides

B Micrurus

0 s W0 =0 w0 1420

Figura 40: Distribuicdo geogrifica do género elapideos na América do Sul. Em

amarelo, as serpentes do género Leptomicrurus, em roxo, as serpentes do género
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Micruroides (ndo presentes na América do Sul); e em verde, as serpentes do género

Micrurus (Fonte: Adaptado de CAMPBELL & LAMAR, 2004)

As serpentes deste género sdo conhecidas por sua coloracdo marcante, com an€is
completos em todo o seu corpo. A partir desta coloragdo, elas se subdividem em dois
grupos: O primeiro grupo possui coloracdo com arranjo consecutivo de anéis vermelhos,
brancos, pretos, brancos e vermelhos (Figura 41A); ja o segundo grupo, possui coloragao
com padrao triadal, em que a coloragdo dos anéis segue a regra: vermelhos, pretos,
brancos, pretos, brancos, pretos e vermelhos (Figura 41B) (ROZE, 1983, 1996;
SLOWINSKI, 1995; SILVA JR & SITES, 2001; CAMPBELL ¢ LAMAR, 2004).

HRENERENEE -
CHEE

Figura 41: Padrao de coloracao das serpentes Micrurus. (A) Coloragdo monadal e (B)

Coloragao triadal (Fonte: Adaptado de D. T. FEITOSA).

Elas se caracterizam por um tamanho pequeno, chegando no méximo a 1,60
metros. Sua cabeca € oval e ndo apresenta fossetas loreais. Além disso, 0s 0ssos craniais
sdo fortes, permitindo que ela se especialize em escavagdes e tenham um habitat
subterraneo (MOREIRA et al., 2010). Sua alimentacdo €, na maior parte, de serpentes
menores, gimnofionas e anfisbenias, fazendo com que a criagdo em cativeiro seja
laboriosa (MARQUES & SAZIMA, 1997).

Apesar dos acidentes ndo serem muito comuns, jd que estas serpentes nao siao
agressivas, elas se tornam de grande importincia médica pelo fato de o veneno
desencadear neurotoxicidade em acidentes envolvendo seres humanos. (CECCHINI et

al., 2005; MELGAREIJO, 2009).
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4.1.3. ACIDENTES ELAPIDICOS, SEU DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

No Brasil, os acidentes com serpentes peconhentas sdo principalmente
ocasionados pelos géneros Bothrops, Crotalus, Micrurus € Lachesis. De acordo com o
SINAN, o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo, os acidentes com Micrurus
sd30 os em menores quantidades e sem notificacdo de 6bitos. Além disso, a maior faixa
etaria acometida pelos acidentes esta entre 40 e 59 anos do sexo masculino, justamente
pela incidéncia de acidentes em zonas rurais pela atividade humana no campo
(SINAN/SVS/MS3).

Ap0s o acidente com uma serpente deste género, em aproximadamente 12 horas
diversas manifestagdes podem ser observadas, como nduseas, vomitos, dores de cabeca,
dores abdominais, ptose palpebral, oftalmoplegia, dispineia, insuficiéncia respiratoria e
danos neurolégicos que podem culminar em paralisia (QUAN, 2012). Além disso, a
atividade neurotoxica bloqueia a liberagdo de acetilcolina ocasionando uma sindrome
miasténica aguda.

O tratamento leva em conta a espécie normalmente identificada na regido onde
ocorreu o acidente e a utilizacdo do antiveneno, ou soro, deve ser rapida, pois existem
dados que indicam a sua ineficiéncia caso os sinais neurologicos ja tenham sido iniciados
(QUAN, 2012). A dose recomendada ¢ de 10 ampolas e todos os casos devem ser
considerados potencialmente graves pelo risco de insuficiéncia respiratoria. O soro anti-
elapidico utilizado no tratamento de acidentes de Micrurus, é produzido no Brasil em
quatro locais: Instituto Butantan, Instituto Vital Brasil, Fundacao Ezequiel Dias e Centro
de Produgdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI), e a producdo ocorre no mesmo
formato que a produgdo de antivenenos aracnideos descrita no Capitulo II.

Por dificuldades no mantimento de serpentes deste género em cativeiro, dificil
manipulacdo e pouca quantidade de veneno passivel de ser extraido, a producdo do soro
anti-elapidico ¢ considerada pelo Ministério da Satde como de dificil fabricacdo, sendo

necessario alternativas para a produ¢ao em massa.
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4.1.4. COMPOSICAO DO VENENO DAS SERPENTES DO GENERO MICRURUS

O veneno de serpentes do género Micrurus ¢ conhecido por ser variado € a0 mesmo
tempo, muito conservado. A presenca e propor¢do de familias de toxinas presentes nos
venenos de Micrurus dependem muito da espécie a ser discutida. Entretanto, as principais
e mais importantes familias estdo na maioria das vezes, presentes em todas espécies

(Figura 42).
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Figura 42: Propor¢io de presenca de toxinas de acordo com cada espécie de
Micrurus de importante incidéncia no Brasil. (A) Toxinas principais: Toxina de trés
digitos (3FTX), Fosfolipase A2 (PLA2), Peptideo natriurético do tipo C (CNP), Inibidor
de serinoprotease Kunitz (KSPI), Toxina noceptiva (NOCI), Fator de crescimento do
nervo (NGF), Proteina semelhante a Lectina do tipo C (CTL), Lectina de ligacdo a
galactose (GBL), Metalloprotease do tipo III (MP III) e outras; e (B) Toxinas secundarias:
CNP, Proteina secretora rica em cisteina (CRISP), Proteinas secretoras ricas em cisteina
com dominios EGF (CR-EGF), CTL, GBL, Hialuronidase (HYAL), KSPI, L-aminoacido
oxidase (LAO), MP III, NGF, NOCI, Vespryns (OHAN e VESP), Fosfolipase-B (PLB),
Ribonuclease (RNAse A), Serinoprotease (SP), Fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF) e Waprins (WAPR) (Fonte: AIRD et al., 2017).

Considerada como principal familia de toxina no veneno de Micrurus, a Toxina de
trés digitos, ou three-finger toxin, (3FTX), estdo geralmente associadas ao bloqueio pos-
sinaptico com diversos efeitos na farmacologia (LEAO et al., 2009). Elas possuem este

nome justamente por seu enovelamento que apresenta trés alcas que se assemelham a trés
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dedos (Figura 43). Elas se ligam aos receptores de acetilcolina e bloqueiam a transmissao
nervosa do musculo esquelético. A partir deste momento a presa ¢ paralisada com a

finalidade de facilitar a alimentacdo da serpente.

Figura 43: Modelo tridimensional da proteina 3FTX de M. lemniscatus. (Fonte:
Adaptado de AIRD et al., 2017)

A segunda familia de toxina mais estudada dentre as presentes nos venenos de
Micrurus sdo as fosfolipases-A> (PLA2): enzimas com fungdes miotoxicas,
edematolodgicas, neurotoxicas, cardiotoxicas e de agregacdo plaquetaria (PERUMAL
SAMY et al., 2008). Com essas atividades ¢ possivel compreender que a funcdo principal
desta toxina no veneno ¢ o bloqueio da transmissdo neuromuscular, causando paralisia
respiratéria e seguidamente, 0bitos (DE CARVALHO et al., 2014). Além disso, elas
também estdo presentes no auxilio da digestdo da presa através de efeitos farmacologicos
que influenciam na fisiologia da presa (DOLEY et al., 2010; KOPPER et al., 2013).

Outras familias de toxinas sdo também importantes na composi¢ao geral do
veneno de Micrurus, como as Lectinas do tipo C, responsaveis pela acdo de agregacao
plaquetaria, causando tromboses e afetando a homeostase; os peptideos natriuréticos, que
atuam no controle da natriurese e pressao sanguinea da presa; as metaloproteases, que
atuam na hemorragia e coagulopatia causadas pelo veneno, além de respostas
inflamatorias; L-aminoacido oxidases (LAAO), que atua também na inibicdo da
agregacao plaquetéria, causando hemorragias; serinoproteases, que atuam na cascata de
coagulagdo, além de outras atividades bioldgicas como a digestdo da presa (JIANG et al.,

2011).



95

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. OBJETIVO GERAL

Implementar a ferramenta PepLess e todas as suas funcionalidades em formato de
estudo de caso dos principais transcritos de toxinas (PLA2 e 3FTx) identificados por Aird
e colaboradores em 2017 de quatro espécies de serpentes do género Micrurus spp. mais
endémicas que correspondam a toda a América do Sul: M. altirostris, M. lemniscatus, M.

surinamensis € M. corallinus.

4.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar na ferramenta PepLess as sequéncias de transcritos das principais toxinas de
quatro espécies de serpentes do género Micrurus spp. identificadas por Aird e
colaboradores (2017);

- Gerar todos os dados relativos as analises realizadas pela ferramenta;

- Selecionar um tamanho e cobertura de fragmentacao de peptideos;

- Sintetizar uma membrana pela técnica de SPOT a partir do arquivo gerado pela
ferramenta;

- Produzir um soro especifico contra os venenos das quatro espécies de serpentes;

- Realizar imunoensaios de SPOT com a membrana produzida;

- Analisar dos resultados de mapeamento dos imunoensaios utilizando a ferramenta.



96

4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. IMPLEMENTACAO DE PEPLESS COM TRANSCRITOS DA SERPENTE
MICRURUS SPP

Um arquivo em formato FASTA contendo os principais transcritos das duas
familias de toxinas de Micrurus spp. foi criado a partir dos dados de Aird e colaboradores
(2017) e incorporado a ferramenta PepLess.

Quarenta e nove sequéncias foram incorporadas, sendo treze de M. lemniscatus,
onze de M. surinamensis, quinze de M. corallinus e dez de M. altirostris. Os seguintes
tamanhos foram entdo informados a ferramenta para que a fragmentagdo se iniciasse:
Lengths 10, 12 e 15; Offsets 1, 2,3 e 5.

Escolheu-se a melhor cobertura a partir dos graficos de reducao e quantidade de
peptideos produzidos, e gerou-se um arquivo especifico a ser incorporado a ferramenta

de sintese de membranas ResPep SL.

4.3.2.  PRODUCAO DE SORO ESPECIFICO CONTRA O VENENO DE MICRURUS
SPP

Uma coelha fémea adulta foi imunizada com uma mistura de venenos de M.
altirostris, M. lemniscatus, M. surinamensis € M. corallinus (25 pg de cada veneno) para
obtencdo de anticorpos anti-Micrurus spp. O soro pré-imune (PI) foi coletado e, uma
semana depois, o animal recebeu uma inje¢ao subcutanea inicial de 100 pg de venenos
em adjuvante Montanide. Trés inje¢des de refor¢o foram administradas em um intervalo
de duas semanas cada, usando a mesma dosagem, e uma amostra de sangue foi coletada
sete dias apos a quarta dose para analise de titulo de anticorpos. Apos duas semanas, um
novo ciclo de imunizagdes foi iniciado, com a mesma dosagem de venenos em quatro
doses. Sete dias apos a ultima dose, uma amostra de sangue foi coletada para analise de
titulo de anticorpos.

A reatividade do soro produzido frente a mistura de venenos de Micrurus foi
determinada por ELISA como descrito por Chavez-Olortegui e colaboradores em 1991
(CHAVEZ-OLORTEGUI ef al., 1991). Placas Costar foram sensibilizadas por 18 horas

a4 °C com 100 pL de solugao de 0,5 pg/mL de venenos de M. altirostris, M. lemniscatus,



97

M. surinamensis € M. corallinus em tampao de bicarbonato de s6édio 0,02 M em pH 9.6.
Realizou-se o bloqueio com 1% de leite desnatado em tampao fosfato salino - PBS e
lavagem com 0,05% de Tween 20 em PBS. Em seguida, os soros colhidos apos as duas
rodadas de imunizacdo e o soro pré-imune foram adicionados em diluigdo em série de
1:1.000 a 1:128.000 e incubados durante 1h a 37 °C. A placa foi lavada e incubada com
anticorpo anti-IgG de coelho conjugada com peroxidase horseradish (HRP, Sigma-
Aldrich A9292) diluida 1:4.000, durante 1h a 37 °C. Os valores de absorbancia foram
determinados a 490 nm em um leitor de placas ELISA (BIO-RAD, 680). Os ensaios foram

realizados em duplicatas para todas as amostras e as médias e desvios padrdes, calculados.

43.3. SINTESE E MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT E
ANALISE POR PEPLESS

A sintese da membrana de celulose foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Ricardo Andrez Machado de Avila no laboratério da Profa. Dra. Vanete Thomaz Soccol
localizado na Universidade Federal do Parand (UFPR), através do aparelho de sintese
automatica ResPep SL (IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Alemanha) pela mesma
metodologia descrita no Capitulo IIT (sessdo 3.3.2.), onde quinze pentadecapeptideos
foram sintetizados, sobrepostos por cinco residuos cobrindo os principais transcritos de
toxinas (PLA2 e 3FTx) identificados em M. altirostris, M. lemniscatus, M. surinamensis
e M. corallinus.

Para avaliar a reatividade de anticorpos frente a membrana de SPOT, foi utilizado
soro anti-Micrurus spp de M. altirostris, M. lemniscatus, M. surinamensis € M. corallinus
produzido neste Capitulo na dilui¢ao 1:200.

Além disso, os seguintes soros com as seguintes diluigdes foram também
utilizados: Soro de coelho anti-veneno de M. surinamensis produzido por nosso grupo de
pesquisa (diluicao 1:2.000) e soros de cavalos imunizados com venenos de M. corallinus,
M. ibiboboca e M. frontalis produzidos por nosso grupo de pesquisa (dilui¢des 1:5.000).
Um ELISA foi realizado com os quatro soros, utilizando a mesma metodologia dissertada
em 4.3.2.: Placa Costar sensibilizada também com solu¢do de 0,5 pg/mL de venenos e
soros em dilui¢cdes em série de 1:1.000 a 1:128.000. A placa foi lavada e incubada com
anticorpos anti-IgG de coelho e anti-IgG de cavalo, ambas conjugadas com peroxidase

horseradish (HRP, Sigma-Aldrich A9292), e diluidas 1:4.000. Os valores de absorbancia



98

foram determinados a 490 nm em um leitor de placas ELISA (BIO-RAD, 680). Os ensaios
foram realizados em duplicatas para todas as amostras e as médias e desvios padroes,
calculados.

Como controle destes experimentos, os mesmos ensaios foram realizados na
membrana com soro de coelhos e cavalos ndo imunizados (soros pré-imune) (dilui¢ao
para coelhos 1:200 e 1:2.000 e dilui¢do para o de cavalos 1:5000).

As fotografias de cada imunoensaio de SPOT utilizando a membrana de
Micrurus spp. foram carregadas na ferramenta PepLess e os dois macros de ImagelJ foram
utilizados para leitura automatica dos pixels de toda a membrana. A partir da média de

cada circunferéncia, valores de cada SPOT foram disponibilizados para analise.

Considerou-se como resultado positivo os valores acima de 75% da média entre
todos os valores, e os SPOTs positivos foram entdo alinhados entre si, a fim de buscar
peptideos potencialmente importantes para producdo de anticorpos capazes de reconhecer

e neutralizar venenos de Micrurus spp., como alternativas no desenvolvimento de soros.
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4.1. IMPLEMENTACAO DE PEPLESS COM TRANSCRITOS DA SERPENTE
MICRURUS SPP

A partir dos tamanhos informados para as fragmentacdes, dois graficos foram
gerados, sendo o primeiro apresentando as quantidades de peptideos com e sem
redundancia em todos os tamanhos desejados e o segundo apresentando a porcentagem
de redu¢do em quantidade de peptideos necessarios apds a retirada de peptideos

redundantes (Figura 44).
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(B)

Graphic with % of reduction of the quantity of the peptides
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Figura 44: Resultado grafico da utilizacdo da ferramenta PepLess com um banco de
dados das duas principais toxinas identificadas no transcriptoma de Micrurus spp.
(A) Quantidade de peptideos produzidos; (B) Porcentagem de redugdo na quantidade de
peptideos produzidos: (Before) em vermelho representa a quantidade de peptideos com a
presenga de peptideos redundantes e (After) em azul representa a quantidade de peptideos

sem a presenca de peptideos redundantes:

A partir dos dados informados pela ferramenta PepLess, a cobertura de L1505,
com 576 peptideos e 11% de redugdo de peptideos em relagdo ao tamanho original foi
escolhida para dar seguimento a sintese da membrana. A partir do tamanho escolhido, a
ferramenta PepLess gerou um arquivo especifico a ser incorporado a ferramenta de

sintese de membranas ResPep SL.
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4.4.2. PRODUCAO DE SORO ESPECIFICO CONTRA O VENENO DE MICRURUS
SPP

A coelha imunizada com a mistura de venenos de Micrurus teve seu titulo de
anticorpos avaliados por ELISA frente 4 mesma mistura apds 4 e 8 doses. Conforme o
esperado, a titulacdo de anticorpos foi praticamente duplicada entre as duas rodadas de

imunizacao (Figura 45).

ELISA com pool de veneno de Micrurus spp.
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Figura 45: ELISA com soro produzido em coelha a partir de mistura de venenos de
quatro espécies de Micrurus spp. presentes na América do Sul. (Azul) Soro extraido
apos quatro imunizagdes e (Laranja) Soro extraido apods oito imunizacdes. A placa foi
sensibilizada com 100 pL de uma solucdo de 0,5 pg/mL de venenos de M. altirostris, M.
lemniscatus, M. surinamensis € M. corallinus ¢ o soro foi testado em dilui¢ao em série de
1:1.000 a 1:128.000, revelado com anticorpo IgG anti-coelho diluido 1:4.000 e OPD e

lido em comprimento de onda de 490 nm.

4.43. SINTESE E MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT E
ANALISE POR PEPLESS

A membrana sintetizada foi testada em imunoensaios seguindo a metodologia
descrita no Capitulo III (sessdo 3.3.2.), com soro de coelho ndo imune, soro de cavalho

ndo imune, soro anti-Micrurus spp de M. altirostris, M. lemniscatus, M. surinamensis e
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M. corallinus produzido neste capitulo, soro de coelho contra o veneno de M.
surinamensis produzido por nosso grupo de pesquisa e soros de cavalos anti-M.
corallinus, M. ibiboboca e M. frontalis produzidos por nosso grupo de pesquisa.

A identificagdo de todas as toxinas e os peptideos correspondentes a cada spot
estdo disponiveis no Apéndice 2.

Nao observou-se reatividade dos soros ndo imunes de coelho e cavalo a
membrana, conforme esperado, com excessdo de dois SPOTs com soro ndo imune de

cavalo, que serdo desconsiderados nos outros imunoensaios, caso reativos (Figura 46).
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Figura 46: SPOTs com soros pré-imunes em membrana de Micrurus spp. Soros pré-
imunes de coelho e cavalos nas diluigdes 1:200 e 1:5.000 respectivamente. Utilizou-se
anticorpo anti-IgG de coelho e de cavalo, respectivamente, conjugados a fosfatase

alcalina (1:4000 e 1:3000) e o substrato MTT-BCIP para a revelagdo dos SPOTs reativos.

No imunoensaio utilizando o soro produzido neste Capitulo foi possivel observar

SPOTs pouco reativos, o que nao condiz com a alta especificidade observado por ELISA.
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Esta baixa reatividade pode se dar pela presenga de epitopos conformacionais ou ainda
poucas rodadas de imunizagdes no animal. J4 os imunoensaios utilizando os soros
provenientes de outros trabalhos em nosso laboratorio apresentaram SPOTs bastante
reativos, que quando alinhados aos SPOTs do soro produzido neste Capitulo, apresentam
semelhancas importantes (Figura 47, Figura 48, Figura 49, Figura 50 e Figura 51).

A partir das médias geradas pela ferramenta PepLess utilizando os macros de
Imagel, os SPOTs reativos com valores acima de 75% da média foram considerados
positivos e suas sequéncias peptidicas, foram alinhadas entre si (Figura 52 e Figura 53).
A partir das semelhancas identificadas nos imunoensaios, confirmadas pelos
alinhamentos, pensa-se na utilizagdo destes peptideos para o desenvolvimento de uma
proteina recombinante multiepitopica que possa ser usada como imundgeno, desencadear
a producdo de anticorpos neutralizantes in vivo e, assim, gerar protecdo contra o
envenenamento das principais Micrurus de toda a América do Sul.

Além disso, para todos os quatro soros utilizados nestes imunoensaios, um ELISA
foi realizado para garantir a uma boa titulacdo de anticorpos para os ensaios de SPOTs

(Figura 54).
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Figura 47: SPOT com soro anti-Micrurus spp de mistura de quatro espécies de
Micrurus spp., produzido em coelho na membrana de Micrurus spp. Soro anti-
Micrurusspp na diluicdo 1:200. Utilizou-se anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a
fosfatase alcalina (1:4000) e o substrato MTT-BCIP para a revelagao dos SPOTs reativos.

SPOTs considerados positivos pela ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.
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Imune rabbit serum from Micrurus surinamensis (1/2.000)
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Figura 48: SPOT com soro de Micrurus surinamensis produzido em coelhos na
membrana de Micrurus spp. Soro de Micrurus surinamensis na diluigao 1:2.000.
Utilizou-se anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina (1:4000) e o
substrato MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados

positivos pela ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.

Imune horse serum from Micrurus corallinus (1/5.000)
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Figura 49: SPOT com soro de Micrurus corallinus produzido em cavalos na
membrana de Micrurus spp. Soro de Micrurus corallinus na dilui¢ao 1:5.000. Utilizou-
se anticorpo anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados positivos pela

ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.
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Imune horse serum from Micrurus ibiboboca (1/5.000)
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Figura 50: SPOT com soro de Micrurus ibiboboca produzido em cavalos na
membrana de Micrurus spp. Soro de Micrurus ibiboboca na diluigao 1:5.000. Utilizou-
se anticorpo anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados positivos pela

ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.

Imune horse serum from Micrurus frontalis (1/5.000)
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Figura 51: SPOT com soro de Micrurus frontalis produzido em cavalos na
membrana de Micrurus spp. Soro de Micrurus frontalis na dilui¢ao 1:5.000. Utilizou-
se anticorpo anti-IgG de cavalo conjugado a fosfatase alcalina (1:3000) e o substrato
MTT-BCIP para a revelacdo dos SPOTs reativos. SPOTs considerados positivos pela

ferramenta PepLess foram marcados em vermelho.
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Figura 52: Alinhamento entre os peptideos reativos no imunoensaio de SPOT

utilizando o soro produzido neste Capitulo.
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Figura 53: Alinhamento entre os peptideos reativos nos imunoensaios de SPOT

utilizando os soros de coelho imunizados com veneno de M. surinamensis produzido

por nosso grupo de pesquisa e soros de cavalos imunizados com venenos de M.

corallinus, M. ibiboboca e M. frontalis produzidos por nosso grupo de pesquisa.
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ELISA com venenos de Micrurus spp.
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Figura 54: ELISA com soro de M. surinamensis produzido em coelha, e soros de M.
corallinus, M. ibiboboca e M. frontalis produzidos em cavalos. A placa foi sensibilizada
com solucdo de venenos e soros de 0,5 ug/mL o em diluicdo em série de 1:1.000 a
1:128.000, revelado com anticorpos IgGs anti-coelho e anti-cavalo diluidos 1:4.000 e

OPD e lido em comprimento de onda de 490 nm.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

O transcriptoma de Loxosceles laeta peruana possui semelhangas importantes,
mas também diferencas visiveis quando comparado ao transcriptoma de
Loxosceles laeta brasileira;

A atividade hialuronidéasica entre os venenos de Loxosceles laeta peruana e
brasileira sdo potencialmente diferentes;

A ferramenta PepLess se demonstrou eficiente na producdo de dados nao
redundantes e na avaliagdo de imunoensaios de SPOT de forma automatizada;

A utilizagdo de transcritos de Loxosceles laeta como estudo de caso para a
ferramenta PepLess resultou da determinacdo de importantes peptideos
relacionados ao envenenamento por esta aranha;

A utilizagdo de transcritos de Micrurus spp. como segundo estudo de caso para a
ferramenta PepLess resultou em peptideos com grande semelhanga entre espécies

diferentes da América do Sul.
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6. PERSPECTIVAS

6.1. PERSPECTIVAS GERAIS

A ferramenta PepLess se apresenta como uma inovadora forma de estudos de
peptideos em todas as areas bioldgicas, portanto, melhorias e adaptacdes podem ser feitas
em suas funcionalidades para expandir sua utilizagdo. Desta forma, nés propomos as
seguintes perspectivas para esta ferramenta:

e Integrar a ferramenta PepLess em ambiente web através da utilizagdo do

framework Django;

e Utilizar a ferramenta em um estudo de caso de grandes propor¢des com potencial
biotecnoldgico, como por exemplo o estudo de peptideos da proteina spike de
Covid-19.

Além disto, como perspectivas para os estudos de casos realizados tanto com os
transcritos de Loxosceles laeta quanto os transcritos de Micrurus spp., nds propomos as
seguintes perspectivas:

e Sintetizar os principais peptideos identificados no estudo de caso de Loxosceles
laeta, visando aprimorar a proteina multiepitopica recombinante rMEPLox;

e Sintetizar os principais peptideos identificados no estudo de caso de Micrurus
spp., visando a producdo de uma proteina recombinante multiepitopica entre

espécies que abranja toda a América do Sul;

6.2. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO: PROTEINA SPIKE DE COVID-19 (SARS-
CoV-2)

Um exemplo de potencial biotecnologico a ser explorado com a ferramenta PepLess
¢ a proteina spike de Covid-19. A proteina spike é responsavel por mediar a ligacdo do
virus aos receptores da superficie celular do hospedeiro e a fusdo entre o virus e as
membranas celulares. Além disso, ela também ¢ o principal alvo dos anticorpos
neutralizantes gerados ap6s a infec¢do por SARS-CoV-2, logo, mutagdes que afetam a

antigenicidade da proteina spike sdo de particular importancia.
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Ao utilizar a ferramenta PepLess no banco de dados de mutagdes da proteina spike
no NCBI, foi possivel observar uma reducdo de até¢ 94% dos peptideos necessarios a
serem sintetizados em uma membrana. Desta forma, nds propomos a utilizagdo destes
dados para a sintese de membranas e a realizagdo de imunoensaios com as mesmas como
uma perspectiva biotecnoldgica para identificacdo dos principais peptideos que estdo

presentes nesta proteina, considerando suas mutagoes.
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8.1. APENDICE 1: Lista de toxinas e os peptideos correspondentes a cada spot da

membrana de L. laeta peruana

Numero Posicdo | Peso Molecular Sequéncia Toxina
1 Al 1.703.814 L-D-F-E-T-V-I-S-N-Q-D-P-I-V-D
2 A2 1.672.798 E-T-V-I-S-N-Q-D-P-1-V-D-G-M-R
3 A3 1.684.834 [-S-N-Q-D-P-1-V-D-G-M-R-L-V-E
4 A4 1.673.764 Q-D-P-I-V-D-G-M-R-L-V-E-G-D-M
5 A5 1.708.805 [-V-D-G-M-R-L-V-E-G-D-M-L-F-D
6 A6 1.722.748 G-M-R-L-V-E-G-D-M-L-F-D-D-E-P
7 A7 1.755.744 L-V-E-G-D-M-L-F-D-D-E-P-F-T-E
8 A8 1.755.730 G-D-M-L-F-D-D-E-P-F-T-E-R-N-A
9 A9 1.842.868 L-F-D-D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-Y
10 Al10 1.838.832 D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-Y-D-Q-Q
11 All 1.893.926 F-T-E-R-N-A-V-K-Y-D-Q-Q-L-W-P
12 Al2 1.786.900 R-N-A-V-K-Y-D-Q-Q-L-W-P-N-G-V
13 Al13 1.834.951 V-K-Y-D-Q-Q-L-W-P-N-G-V-I-I-Y
14 Al4 1.772.935 D-Q-Q-L-W-P-N-G-V-I-I-Y-K-I-S
15 Al15 1.713.971 L-W-P-N-G-V-I-I-Y-K-I-S-Q-A-L
16 Al6 1.764.978 N-G-V-I-I-Y-K-I-S-Q-A-L-R-Q-Y
17 Al7 1.850.042 I-I-Y-K-I-S-Q-A-L-R-Q-Y-A-Q-R
18 Al8 1.859.038 K-1-S-Q-A-L-R-Q-Y-A-Q-R-I-R-E LALP-LP1
19 Al9 1.860.999 Q-A-L-R-Q-Y-A-Q-R-I-R-E-A-M-K
20 A20 1.878.937 R-Q-Y-A-Q-R-I-R-E-A-M-K-S-N-E
21 A21 1.789.827 A-Q-R-I-R-E-A-M-K-S-N-E-D-E-N
22 A22 1.811.789 I-R-E-A-M-K-S-N-E-D-E-N-D-Y-V
23 A23 1.778.731 A-M-K-S-N-E-D-E-N-D-Y-V-D-I-H
24 A24 1.758.733 S-N-E-D-E-N-D-Y-V-D-I-H-R-G-P
25 A25 1.822.783 D-E-N-D-Y-V-D-I-H-R-G-P-K-C-Y
26 A26 1.806.872 D-Y-V-D-I-H-R-G-P-K-C-Y-S-R-V
27 A27 1.701.862 D-I-H-R-G-P-K-C-Y-5-R-V-G-K-S
28 A28 1.578.830 R-G-P-K-C-Y-5-R-V-G-K-S-K-G-G
29 A29 1.590.819 K-C-Y-S-R-V-G-K-S-K-G-G-P-Q-P
30 A30 1.509.852 S-R-V-G-K-S-K-G-G-P-Q-P-L-S-L
31 B1 1.409.788 G-K-S-K-G-G-P-Q-P-L-5-L-G-K-G
32 B2 1.470.739 K-G-G-P-Q-P-L-S-L-G-K-G-C-T-E
33 B3 1.533.739 P-Q-P-L-S-L-G-K-G-C-T-E-F-G-T
34 B4 1.574.802 L-S-L-G-K-G-C-T-E-F-G-T-I-L-H
35 B5 1.560.750 G-K-G-C-T-E-F-G-T-I-L-H-E-L-G
36 B6 1.641.771 C-T-E-F-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S-V
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37 B7 1.599.793 F-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S-V-G-F-S
38 B8 1.697.816 I-L-H-E-L-G-H-S-V-G-F-S-H-E-H
39 B9 1.690.807 E-L-G-H-S-V-G-F-S-H-E-H-S-R-I
40 B10 1.777.813 H-S-V-G-F-S-H-E-H-S-R-I-D-R-D
41 B11 1.843.849 G-F-S-H-E-H-S-R-I-D-R-D-E-F-L
42 B12 1.901.939 H-E-H-S-R-I-D-R-D-E-F-L-I-V-H
43 B13 1.869.959 S-R-1-D-R-D-E-F-L-I-V-H-K-E-N
44 B14 1.853.952 D-R-D-E-F-L-I-V-H-K-E-N-I-L-N
45 B15 1.739.910 E-F-L-1-V-H-K-E-N-I-L-N-G-S-Q
46 B16 1.749.869 [-V-H-K-E-N-I-L-N-G-5-Q-H-D-F
47 B17 1.784.942 K-E-N-I-L-N-G-5-Q-H-D-F-K-K-K
48 B18 1.769.931 I-L-N-G-S-Q-H-D-F-K-K-K-L-E-N
49 B19 1.815.912 G-S5-Q-H-D-F-K-K-K-L-E-N-E-T-R
50 B20 1.814.953 H-D-F-K-K-K-L-E-N-E-T-R-T-I-G
51 B21 1.792.921 K-K-K-L-E-N-E-T-R-T-I-G-D-F-D
52 B22 1.773.758 L-E-N-E-T-R-T-I-G-D-F-D-Y-D-S
53 B23 1.774.797 E-T-R-T-I-G-D-F-D-Y-D-5-I-M-L
54 B24 1.690.819 L-D-F-E-T-V-I-S-T-Q-D-P-I-V-D
55 B25 1.659.803 E-T-V-I-5-T-Q-D-P-I-V-D-G-M-R
56 B26 1.671.839 [-S-T-Q-D-P-I-V-D-G-M-R-L-V-E
57 B27 1.674.821 I-V-D-G-M-R-L-V-E-G-D-M-L-L-D
58 B28 1.688.764 G-M-R-L-V-E-G-D-M-L-L-D-D-E-P
59 B29 1.721.760 L-V-E-G-D-M-L-L-D-D-E-P-F-T-E
60 B30 1.721.746 G-D-M-L-L-D-D-E-P-F-T-E-R-N-A
61 C1l 1.808.883 L-L-D-D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-Y
62 C2 1.839.816 D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-Y-D-E-Q
63 C3 1.894.910 F-T-E-R-N-A-V-K-Y-D-E-Q-L-W-P
64 ca 1.817.859 R-N-A-V-K-Y-D-E-Q-L-W-P-N-G-E
65 C5 1.851.893 V-K-Y-D-E-Q-L-W-P-N-G-E-I-V-Y
66 C6 1.790.825 D-E-Q-L-W-P-N-G-E-|-V-Y-E-I-S LALP-LP3
67 C7 1.730.877 L-W-P-N-G-E-I-V-Y-E-I-5-Q-A-L
68 C8 1.734.883 N-G-E-I-V-Y-E-I-5-Q-A-L-R-P-F
69 C9 1.847.031 I-V-Y-E-I-S-Q-A-L-R-P-F-K-Q-R
70 C10 1.870.043 E-1-5-Q-A-L-R-P-F-K-Q-R-I-R-E
71 Cl1 1.899.063 Q-A-L-R-P-F-K-Q-R-I-R-E-A-M-R
72 C12 1.966.021 R-P-F-K-Q-R-I-R-E-A-M-R-S-Y-E
73 C13 1.882.921 K-Q-R-I-R-E-A-M-R-S-Y-E-D-T-T
74 Cl14 1.815.802 I-R-E-A-M-R-S-Y-E-D-T-T-C-I-E
75 C15 1.823.760 A-M-R-S-Y-E-D-T-T-C-I-E-K-D-Y
76 C16 1.791.776 S-Y-E-D-T-T-C-I-E-K-D-Y-V-N-I
77 C17 1.734.814 D-T-T-C-I-E-K-D-Y-V-N-I-H-K-G
78 C18 1.791.829 C-1-E-K-D-Y-V-N-I-H-K-G-D-R-C
79 C19 1.852.889 K-D-Y-V-N-I-H-K-G-D-R-C-Y-S-R
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80 C20 1.730.889 V-N-|-H-K-G-D-R-C-Y-S-R-V-G-K
81 C21 1.752.837 H-K-G-D-R-C-Y-S-R-V-G-K-S-F-N
82 C22 1.673.747 D-R-C-Y-S-R-V-G-K-S-F-N-G-G-E
83 C23 1.637.805 Y-S-R-V-G-K-S-F-N-G-G-E-Q-P-L
84 C24 1.502.762 V-G-K-S-F-N-G-G-E-Q-P-L-S-L-A
85 C25 1.479.655 S-F-N-G-G-E-Q-P-L-S-L-A-T-G-C
86 C26 1.508.671 G-G-E-Q-P-L-S-L-A-T-G-C-T-E-F
87 C27 1.536.738 Q-P-L-S-L-A-T-G-C-T-E-F-G-T-I
88 C28 1.577.728 S-L-A-T-G-C-T-E-F-G-T-I-L-H-E
89 C29 1.613.740 T-G-C-T-E-F-G-T-I-L-H-E-L-G-H
90 C30 1.595.783 T-E-F-G-T-I-L-H-E-L-G-H-5-V-G
91 D1 1.617.779 G-T-I-L-H-E-L-G-H-5-V-G-F-D-H
92 D2 1.699.759 L-H-E-L-G-H-S-V-G-F-D-H-E-H-S
93 D3 1.678.734 L-G-H-S-V-G-F-D-H-E-H-5-R-S-D
94 D4 1.771.740 S-V-G-F-D-H-E-H-S-R-S5-D-R-D-E
95 D5 1.917.849 F-D-H-E-H-S-R-S-D-R-D-E-Y-L-|
96 D6 1.896.933 E-H-S-R-S-D-R-D-E-Y-L-I-I-H-K
97 D7 1.885.954 R-S-D-R-D-E-Y-L-I-I-H-K-E-N-V
98 D8 1.798.947 R-D-E-Y-L-I-I-H-K-E-N-V-V-A-T
99 D9 1.792.973 Y-L-I-1-H-K-E-N-V-V-A-T-K-E-H
100 D10 1.779.879 [-H-K-E-N-V-V-A-T-K-E-H-N-F-D
101 D11 1.828.900 E-N-V-V-A-T-K-E-H-N-F-D-K-L-W
102 D12 1.885.932 V-A-T-K-E-H-N-F-D-K-L-W-E-N-R
103 D13 1.972.976 K-E-H-N-F-D-K-L-W-E-N-R-T-R-T
104 D14 1.862.928 N-F-D-K-L-W-E-N-R-T-R-T-I-G-N
105 D15 1.911.948 K-L-W-E-N-R-T-R-T-I-G-N-F-D-Y
106 D16 1.799.833 E-N-R-T-R-T-I-G-N-F-D-Y-D-S-I
107 D17 1.807.834 T-R-T-I-G-N-F-D-Y-D-5-I-M-L-Y
108 D18 1.759.863 L-L-D-D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-N
109 D19 1.847.833 D-E-P-F-T-E-R-N-A-V-K-N-D-W-Q
110 D20 1.902.927 F-T-E-R-N-A-V-K-N-D-W-Q-L-W-P
111 D21 1.825.875 R-N-A-V-K-N-D-W-Q-L-W-P-N-G-E
112 D22 1.859.910 V-K-N-D-W-Q-L-W-P-N-G-E-|-V-Y
113 D23 1.847.862 D-W-Q-L-W-P-N-G-E-I-V-Y-E-I-S
114 D24 1.686.883 N-G-E-I-V-Y-E-I-5-Q-A-L-R-P-V
115 D25 1.799.031 I-V-Y-E-I-5-Q-A-L-R-P-V-K-Q-R LALP-LP7
116 D26 1.822.043 E-1-S-Q-A-L-R-P-V-K-Q-R-I-R-E
117 D27 1.851.063 Q-A-L-R-P-V-K-Q-R-I-R-E-A-M-R
118 D28 1.918.021 R-P-V-K-Q-R-I-R-E-A-M-R-S-Y-E
119 D29 1.814.854 I-R-E-A-M-R-S-Y-E-D-T-T-C-I-K
120 D30 1.856.855 A-M-R-S-Y-E-D-T-T-C-I-K-F-R-H
121 El 1.808.852 S-Y-E-D-T-T-C-I-K-F-R-H-R-G-P
122 E2 1.823.881 D-T-T-C-I-K-F-R-H-R-G-P-K-C-Y
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123 E3 1.848.961 C-1-K-F-R-H-R-G-P-K-C-Y-S5-R-V
124 E4 1.776.921 F-R-H-R-G-P-K-C-Y-S-R-V-G-K-S
125 ES 1.549.734 P-Q-P-L-S-L-G-K-G-C-T-E-Y-G-T
126 E6 1.590.797 L-S-L-G-K-G-C-T-E-Y-G-T-I-L-H
127 E7 1.576.744 G-K-G-C-T-E-Y-G-T-I-L-H-E-L-G
128 ES8 1.657.766 C-T-E-Y-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S-V
129 ES 1.615.788 Y-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S5-V-G-F-S
130 E10 1.705.743 T-1-G-D-F-D-Y-D-5-I-M-L-Y-G-P
131 E11 1.815.759 D-F-D-Y-D-S-I-M-L-Y-G-P-Y-A-F
132 E12 1.768.791 Y-D-S-1-M-L-Y-G-P-Y-A-F-S-K-D
133 E13 1.865.906 K-Q-R-I-R-E-A-M-R-S5-Y-E-Q-G-D
134 E14 1.875.825 I-R-E-A-M-R-S-Y-E-Q-G-D-R-C-Y
135 E15 1.819.798 A-M-R-S-Y-E-Q-G-D-R-C-Y-S-R-V
136 E16 1.733.768 S-Y-E-Q-G-D-R-C-Y-5-R-V-G-K-S
137 E17 1.672.763 Q-G-D-R-C-Y-S5-R-V-G-K-S-F-N-G
138 E18 1.686.779 R-C-Y-S-R-V-G-K-S-F-N-G-G-E-Q
139 E19 1.561.774 S-R-V-G-K-S-F-N-G-G-E-Q-P-L-S
140 E20 1.504.741 G-K-S-F-N-G-G-E-Q-P-L-S-L-A-T
141 E21 1.493.671 F-N-G-G-E-Q-P-L-S-L-A-T-G-C-T
142 E22 1.508.671 G-E-Q-P-L-S-L-A-T-G-C-T-E-F-G
143 E23 1.521.764 P-L-S-L-A-T-G-C-T-E-F-G-T-I-L
144 E24 1.603.781 L-A-T-G-C-T-E-F-G-T-I-L-H-E-L
145 E25 1.599.724 G-C-T-E-F-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S
146 E26 1.641.804 E-F-G-T-I-L-H-E-L-G-H-S-V-G-F
147 E27 1.689.800 T-I-L-H-E-L-G-H-5-V-G-F-D-H-E
148 E28 1.742.776 H-E-L-G-H-5-V-G-F-D-H-E-H-S-R
149 E29 1.721.751 G-H-S-V-G-F-D-H-E-H-S-R-5-D-R LALP-LP9
150 E30 1.847.771 V-G-F-D-H-E-H-5-R-5-D-R-D-E-Y
151 F1 1.883.865 D-H-E-H-S-R-S-D-R-D-E-Y-L-I-|
152 F2 1.896.933 H-S-R-5-D-R-D-E-Y-L-I-I-H-K-E
153 F3 1.828.921 S-D-R-D-E-Y-L-I-I-H-K-E-N-V-V
154 Fa 1.770.941 D-E-Y-L-I-I-H-K-E-N-V-V-A-T-K
155 F5 1.743.952 L-I-I-H-K-E-N-V-V-A-T-K-E-H-N
156 F6 1.794.890 H-K-E-N-V-V-A-T-K-E-H-N-F-D-K
157 F7 1.828.900 N-V-V-A-T-K-E-H-N-F-D-K-L-W-E
158 F8 1.887.912 A-T-K-E-H-N-F-D-K-L-W-E-N-R-T
159 F9 1.957.965 E-H-N-F-D-K-L-W-E-N-R-T-R-T-I
160 F10 1.895.953 F-D-K-L-W-E-N-R-T-R-T-I-G-N-F
161 F11 1.898.880 L-W-E-N-R-T-R-T-I-G-N-F-D-Y-D
162 F12 1.801.831 N-R-T-R-T-I-G-N-F-D-Y-D-5-I-M
163 F13 1.763.808 R-T-I-G-N-F-D-Y-D-S-I-M-L-Y-G
164 F14 1.724.728 G-N-F-D-Y-D-5-I-M-L-Y-G-P-Y-A
165 F15 1.741.743 D-Y-D-S-I-M-L-Y-G-P-Y-A-F-S-T




166 F16 1.826.891 D-S-D-E-V-G-D-R-R-R-P-I-W-N-I
167 F17 1.837.991 E-V-G-D-R-R-R-P-I-W-N-I-A-R-T
168 F18 1.837.007 D-R-R-R-P-I-W-N-I-A-R-T-V-N-A
169 F19 1.798.937 R-P-I-W-N-I-A-R-T-V-N-A-E-Y-P
170 F20 1.791.850 W-N-I-A-R-T-V-N-A-E-Y-P-I-D-M
171 F21 1.767.839 A-R-T-V-N-A-E-Y-P-|-D-M-F-L-E
172 F22 1.710.770 V-N-A-E-Y-P-I-D-M-F-L-E-G-D-V
173 F23 1.723.790 E-Y-P-I-D-M-F-L-E-G-D-V-S-P-I
174 F24 1.605.785 |-D-M-F-L-E-G-D-V-S-P-I-G-I-T
175 F25 1.635.829 F-L-E-G-D-V-S-P-1-G-I-T-E-F-L
176 F26 1.531.766 G-D-V-S-P-1-G-I-T-E-F-L-D-L-G
177 F27 1.516.766 S-P-1-G-I-T-E-F-L-D-L-G-A-N-A
178 F28 1.573.824 G-I-T-E-F-L-D-L-G-A-N-A-I-Q-L
179 F29 1.643.866 E-F-L-D-L-G-A-N-A-1-Q-L-E-V-I
180 F30 1.603.798 D-L-G-A-N-A-I-Q-L-E-V-I-F-D-S
181 G1 1.576.762 A-N-A-I-Q-L-E-V-I-F-D-S-5-G-N
182 G2 1.607.757 I-Q-L-E-V-I-F-D-S-S-G-N-A-E-S
183 G3 1.643.720 E-V-I-F-D-S-5-G-N-A-E-S-V-Y-Q
184 G4 1.628.721 F-D-5-S-G-N-A-E-S-V-Y-Q-K-T-P
185 G5 1.600.639 S-G-N-A-E-S5-V-Y-Q-K-T-P-C-D-C
186 G6 1.755.792 A-E-S-V-Y-Q-K-T-P-C-D-C-R-R-T
187 G7 1.826.859 V-Y-Q-K-T-P-C-D-C-R-R-T-C-V-R
188 G8 1.893.876 K-T-P-C-D-C-R-R-T-C-V-R-W-R-D
189 G9 1.964.845 C-D-C-R-R-T-C-V-R-W-R-D-F-5-Y
190 G10 2.034.974 R-R-T-C-V-R-W-R-D-F-5-Y-Y-L-D
191 G11 2.005.936 C-V-R-W-R-D-F-S-Y-Y-L-D-D-L-R
192 G12 2.051.974 W-R-D-F-S5-Y-Y-L-D-D-L-R-R-F-T
193 G13 1.849.889 F-S-Y-Y-L-D-D-L-R-R-F-T-T-P-G
194 G14 1.795.899 Y-L-D-D-L-R-R-F-T-T-P-G-E-L-T
195 G15 1.836.937 D-L-R-R-F-T-T-P-G-E-L-T-F-R-E
196 G16 1.807.936 R-F-T-T-P-G-E-L-T-F-R-E-E-L-|
197 G17 1.742.971 T-P-G-E-L-T-F-R-E-E-L-I-L-I-I
198 G18 1.829.044 E-L-T-F-R-E-E-L-I-L-I-I-L-D-L
199 G19 1.828.060 F-R-E-E-L-I-L-I-I-L-D-L-K-V-D
200 G20 1.713.981 E-L-I-L-I-I-L-D-L-K-V-D-G-F-N
201 G21 1.645.918 L-I-I-L-D-L-K-V-D-G-F-N-S-S-L
202 G22 1.657.809 L-D-L-K-V-D-G-F-N-S-S-L-S-Y-T
203 G23 1.572.767 K-V-D-G-F-N-S-5-L-S-Y-T-A-G-K
204 G24 1.528.741 G-F-N-S-5-L-S-Y-T-A-G-K-N-L-A
205 G25 1.580.830 S-5-L-S-Y-T-A-G-K-N-L-A-E-K-L
206 G26 1.649.851 S-Y-T-A-G-K-N-L-A-E-K-L-L-E-N
207 G27 1.775.910 A-G-K-N-L-A-E-K-L-L-E-N-Y-W-Q
208 G28 1.891.884 N-L-A-E-K-L-L-E-N-Y-W-Q-E-E-N
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209 G29 1.910.842 E-K-L-L-E-N-Y-W-Q-E-E-N-T-E-S
210 G30 1.881.802 L-E-N-Y-W-Q-E-E-N-T-E-S-N-A-R
211 H1 1.872.817 Y-W-Q-E-E-N-T-E-5-N-A-R-A-Y-|
212 H2 1.708.816 E-E-N-T-E-S-N-A-R-A-Y-I|-L-L-S
213 H3 1.619.841 T-E-S-N-A-R-A-Y-I-L-L-S-V-P-S
214 H4 1.645.904 N-A-R-A-Y-I-L-L-S-V-P-S-T-K-N
215 H5 1.559.881 A-Y-I-L-L-S-V-P-S-T-K-N-A-A-L
216 H6 1.586.903 L-L-S-V-P-S-T-K-N-A-A-L-F-R-A
217 H7 1.647.899 V-P-S-T-K-N-A-A-L-F-R-A-F-N-L
218 H8 1.706.936 T-K-N-A-A-L-F-R-A-F-N-L-T-L-Q
219 H9 1.591.836 A-A-L-F-R-A-F-N-L-T-L-Q-N-G-G
220 H10 1.625.820 F-R-A-F-N-L-T-L-Q-N-G-G-F-A-A
221 H11 1.600.741 F-N-L-T-L-Q-N-G-G-F-A-A-Y-G-E
222 H12 1.510.731 T-L-Q-N-G-G-F-A-A-Y-G-E-K-V-G
223 H13 1.542.736 N-G-G-F-A-A-Y-G-E-K-V-G-I-N-F
224 H14 1.629.756 F-A-A-Y-G-E-K-V-G-I-N-F-A-E-D
225 H15 1.683.752 Y-G-E-K-V-G-I-N-F-A-E-D-D-D-L
226 H16 1.667.793 K-V-G-I-N-F-A-E-D-D-D-L-F-S-V
227 H17 1.739.826 I-N-F-A-E-D-D-D-L-F-S-V-S-R-I
228 H18 1.734.843 A-E-D-D-D-L-F-S-V-S-R-I-V-N-R
229 H19 1.690.889 D-D-L-F-S5-V-S-R-I-V-N-R-L-G-T
230 H20 1.588.894 F-S-V-S-R-I-V-N-R-L-G-T-A-G-L
231 H21 1.677.932 S-R-1-V-N-R-L-G-T-A-G-L-H-V-W
232 H22 1.623.837 V-N-R-L-G-T-A-G-L-H-V-W-Q-S-S
233 H23 1.567.825 L-G-T-A-G-L-H-V-W-Q-S-S5-V-I-T
234 H24 1.626.808 A-G-L-H-V-W-Q-S5-S-V-I-T-N-C-L
235 H25 1.783.893 H-V-W-Q-S-S-V-I-T-N-C-L-L-R-E
236 H26 1.691.804 Q-S-S5-V-I-T-N-C-L-L-R-E-N-S-E
237 H27 1.704.824 V-|-T-N-C-L-L-R-E-N-S-E-L-S-D
238 H28 1.689.788 N-C-L-L-R-E-N-S-E-L-S-D-A-V-Q
239 H29 1.759.823 L-R-E-N-S-E-L-S-D-A-V-Q-E-R-D
240 H30 1.633.707 N-S-E-L-S-D-A-V-Q-E-R-D-5-Q-G
241 1 1.711.736 L-S-D-A-V-Q-E-R-D-5-Q-G-Y-M-N
242 | 2 1.786.820 A-V-Q-E-R-D-S-Q-G-Y-M-N-K-V-Y
243 |3 1.803.835 E-R-D-5-Q-G-Y-M-N-K-V-Y-T-L-T
244 | 4 1.745.830 S-Q-G-Y-M-N-K-V-Y-T-L-T-A-D-R
245 |5 1.782.861 Y-M-N-K-V-Y-T-L-T-A-D-R-H-A-T
246 | 6 1.757.943 K-V-Y-T-L-T-A-D-R-H-A-T-I-R-N
247 | 7 1.707.938 T-L-T-A-D-R-H-A-T-I-R-N-A-L-R
248 | 8 1.649.896 A-D-R-H-A-T-I-R-N-A-L-R-A-S-V
249 19 1.578.848 H-A-T-I-R-N-A-L-R-A-5-V-D-G-V
250 110 1.615.835 I-R-N-A-L-R-A-5-V-D-G-V-M-T-N
251 111 1.590.771 A-L-R-A-S-V-D-G-V-M-T-N-F-P-N
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252 112 1.589.686 A-5-V-D-G-V-M-T-N-F-P-N-H-M-A
253 113 1.659.727 D-G-V-M-T-N-F-P-N-H-M-A-D-V-L
254 114 1.759.791 M-T-N-F-P-N-H-M-A-D-V-L-K-E-N
255 115 1.817.866 F-P-N-H-M-A-D-V-L-K-E-N-E-F-K
256 116 1.849.892 H-M-A-D-V-L-K-E-N-E-F-K-D-K-F
257 117 1.822.972 D-V-L-K-E-N-E-F-K-D-K-F-K-L-A
258 118 1.874.930 K-E-N-E-F-K-D-K-F-K-L-A-T-Y-D
259 119 1.829.873 E-F-K-D-K-F-K-L-A-T-Y-D-D-N-P
260 120 1.840.888 D-K-F-K-L-A-T-Y-D-D-N-P-W-K-T
261 121 1.841.873 K-L-A-T-Y-D-D-N-P-W-K-T-Y-V-E
262 122 1.888.789 T-Y-D-D-N-P-W-K-T-Y-V-E-E-T-E
263 123 1.810.779 D-N-P-W-K-T-Y-V-E-E-T-E-D-V-S
264 124 1.840.826 W-K-T-Y-V-E-E-T-E-D-V-S-N-E-L
265 125 1.754.726 Y-V-E-E-T-E-D-V-S-N-E-L-D-V-D
266 126 1.691.690 E-T-E-D-V-S-N-E-L-D-V-D-D-V-N
267 127 1.704.685 D-V-S-N-E-L-D-V-D-D-V-N-N-E-E
268 128 1.699.842 G-T-E-A-I-K-S-A-D-E-R-Q-P-I-W
269 129 1.710.894 A-1-K-5-A-D-E-R-Q-P-I-W-N-I-A
270 130 1.742.830 S-A-D-E-R-Q-P-I-W-N-I-A-N-M-V
271 J1 1.798.893 E-R-Q-P-I-W-N-I-A-N-M-V-T-D-|
272 J2 1.740.876 P-1-W-N-I-A-N-M-V-T-D-I-N-Q-|
273 J3 1.688.793 N-1-A-N-M-V-T-D-I-N-Q-I-N-E-T
274 J4 1.731.824 N-M-V-T-D-I-N-Q-I-N-E-T-L-D-L
275 J5 1.629.774 T-D-I-N-Q-I-N-E-T-L-D-L-G-A-N
276 J6 1.629.774 N-Q-I-N-E-T-L-D-L-G-A-N-5-I-E
277 17 1.589.731 N-E-T-L-D-L-G-A-N-S-1-E-T-D-V
278 J8 1.608.741 L-D-L-G-A-N-S-I-E-T-D-V-T-F-D
279 J9 1.540.642 G-A-N-S-I-E-T-D-V-T-F-D-D-G-T
280 J10 1.557.639 S-I-E-T-D-V-T-F-D-D-G-T-M-A-G
281 J11 1.655.655 T-D-V-T-F-D-D-G-T-M-A-G-Y-T-Y PLD_LLP3
282 J12 1.625.644 T-F-D-D-G-T-M-A-G-Y-T-Y-E-G-V
283 J13 1.549.632 D-G-T-M-A-G-Y-T-Y-E-G-V-L-C-A
284 114 1.523.598 M-A-G-Y-T-Y-E-G-V-L-C-A-C-5-G
285 J15 1.555.588 Y-T-Y-E-G-V-L-C-A-C-S-G-S-C-T
286 J16 1.515.644 E-G-V-L-C-A-C-5-G-S-C-T-K-K-M
287 J17 1.514.660 L-C-A-C-5-G-5-C-T-K-K-M-N-I-G
288 J18 1.616.725 C-S5-G-S-C-T-K-K-M-N-I-G-E-F-L
289 J19 1.676.827 S-C-T-K-K-M-N-1-G-E-F-L-H-G-L
290 J20 1.797.009 K-K-M-N-I-G-E-F-L-H-G-L-R-R-V
291 J21 1.708.926 N-I-G-E-F-L-H-G-L-R-R-V-T-T-P
292 122 1.693.879 E-F-L-H-G-L-R-R-V-T-T-P-G-D-P
293 J23 1.754.889 H-G-L-R-R-V-T-T-P-G-D-P-M-Y-R
294 124 1.817.946 R-R-V-T-T-P-G-D-P-M-Y-R-K-E-L




295 125 1.689.865 T-T-P-G-D-P-M-Y-R-K-E-L-A-L-V
296 126 1.750.897 G-D-P-M-Y-R-K-E-L-A-L-V-V-F-N
297 127 1.824.022 M-Y-R-K-E-L-A-L-V-V-F-N-L-K-T
298 128 1.722.945 K-E-L-A-L-V-V-F-N-L-K-T-S-D-F
299 J29 1.623.840 A-L-V-V-F-N-L-K-T-S-D-F-S-P-S
300 J30 1.675.798 V-F-N-L-K-T-S-D-F-S-P-S-T-A-Y
301 K1 1.588.715 L-K-T-S-D-F-S-P-S-T-A-Y-E-S-G
302 K2 1.655.637 S-D-F-S-P-S-T-A-Y-E-S-G-M-M-F
303 K3 1.548.648 S-P-S-T-A-Y-E-5-G-M-M-F-G-G-K
304 K4 1.631.758 T-A-Y-E-S-G-M-M-F-G-G-K-L-L-Q
305 K5 1.758.836 E-S-G-M-M-F-G-G-K-L-L-Q-I-Y-W
306 K6 1.713.826 M-M-F-G-G-K-L-L-Q-I-Y-W-N-G-G
307 K7 1.662.862 G-G-K-L-L-Q-I-Y-W-N-G-G-K-T-E
308 K8 1.807.929 L-L-Q-I-Y-W-N-G-G-K-T-E-R-K-C
309 K9 1.778.866 [-Y-W-N-G-G-K-T-E-R-K-C-D-P-I
310 K10 1.614.840 N-G-G-K-T-E-R-K-C-D-P-I-K-G-I
311 K11 1.671.923 K-T-E-R-K-C-D-P-I-K-G-I-V-V-S
312 K12 1.698.909 R-K-C-D-P-I-K-G-I-V-V-S-R-N-D
313 K13 1.553.841 D-P-I-K-G-I-V-V-5-R-N-D-G-G-K
314 K14 1.575.862 K-G-1-V-V-5-R-N-D-G-G-K-A-Y-|
315 K15 1.590.862 V-V-S$-R-N-D-G-G-K-A-Y-|-1-I-S
316 K16 1.630.857 R-N-D-G-G-K-A-Y-|-1-I-S-I-P-D
317 K17 1.650.876 G-G-K-A-Y-I-I-I-5-1-P-D-I-E-Y
318 K18 1.773.912 A-Y-I-I-I-S-1-P-D-1-E-Y-F-A-F
319 K19 1.683.865 -1-S-1-P-D-I-E-Y-F-A-F-I-S-G
320 K20 1.801.929 [-P-D-1-E-Y-F-A-F-I-S-G-F-R-K
321 K21 1.819.940 I-E-Y-F-A-F-I-S-G-F-R-K-T-L-E
322 K22 1.685.903 F-A-F-1-S-G-F-R-K-T-L-E-I-T-G
323 K23 1.692.857 [-S-G-F-R-K-T-L-E-I-T-G-N-E-E
324 K24 1.732.925 F-R-K-T-L-E-I-T-G-N-E-E-I-L-A
325 K25 1.613.851 T-L-E-I-T-G-N-E-E-I-L-A-R-V-G
326 K26 1.661.851 [-T-G-N-E-E-I-L-A-R-V-G-Y-E-V
327 K27 1.648.795 N-E-E-I-L-A-R-V-G-Y-E-V-5-G-N
328 K28 1.715.877 I-L.-A-R-V-G-Y-E-V-5-G-N-Y-Y-L
329 K29 1.701.862 R-V-G-Y-E-V-5-G-N-Y-Y-L-G-L-|
330 K30 1.712.794 Y-E-V-5-G-N-Y-Y-L-G-L-I-H-D-A
331 L1 1.718.899 S-G-N-Y-Y-L-G-L-I-H-D-A-L-R-K
332 L2 1.687.930 Y-Y-L-G-L-I-H-D-A-L-R-K-A-G-V
333 L3 1.647.942 G-L-I-H-D-A-L-R-K-A-G-V-K-D-R
334 L4 1.729.923 H-D-A-L-R-K-A-G-V-K-D-R-E-H-V
335 L5 1.807.969 L-R-K-A-G-V-K-D-R-E-H-V-W-Q-S
336 L6 1.695.822 A-G-V-K-D-R-E-H-V-W-Q-S-D-G-|
337 L7 1.786.795 K-D-R-E-H-V-W-Q-5-D-G-I-T-N-C
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338 L8 1.753.810 E-H-V-W-Q-S-D-G-I-T-N-C-I-P-R
339 L9 1.730.794 W-Q-S-D-G-I-T-N-C-I-P-R-D-L-N
340 L10 1.684.834 D-G-I-T-N-C-I-P-R-D-L-N-L-I-E
341 L11 1.698.850 T-N-C-I-P-R-D-L-N-L-I-E-E-A-V
342 L12 1.778.989 [-P-R-D-L-N-L-I-E-E-A-V-K-N-R
343 L13 1.711.863 D-L-N-L-I-E-E-A-V-K-N-R-D-5-P
344 L14 1.704.821 L-1-E-E-A-V-K-N-R-D-S-P-D-G-Y
345 L15 1.704.832 E-A-V-K-N-R-D-S5-P-D-G-Y-I-N-K
346 L16 1.804.875 K-N-R-D-5-P-D-G-Y-I-N-K-V-Y-H
347 L17 1.707.799 D-S-P-D-G-Y-I-N-K-V-Y-H-S-T-I
348 L18 1.780.852 D-G-Y-I-N-K-V-Y-H-S-T-I-E-D-K
349 L19 1.700.899 [-N-K-V-Y-H-S-T-1-E-D-K-A-A-I|
350 L20 1.618.773 V-Y-H-S-T-I-E-D-K-A-A-I-5-D-A
351 L21 1.518.730 S-T-I-E-D-K-A-A-I-S-D-A-L-D-A
352 L22 1.488.683 E-D-K-A-A-I-S-D-A-L-D-A-G-V-D
353 L23 1.399.708 A-A-1-S-D-A-L-D-A-G-V-D-G-I-|
354 L24 1.515.742 S-D-A-L-D-A-G-V-D-G-I-I-S-Q-R
355 L25 1.585.766 L-D-A-G-V-D-G-I-I-5-Q-R-P-D-M
356 L26 1.675.813 G-V-D-G-I-I-5-Q-R-P-D-M-I-F-E
357 L27 1.729.933 G-1-1-5-Q-R-P-D-M-I-F-E-V-L-L
358 L28 1.832.898 S-Q-R-P-D-M-I-F-E-V-L-L-D-D-R
359 L29 1.835.902 P-D-M-I-F-E-V-L-L-D-D-R-F-I-N
360 L30 1.952.052 [-F-E-V-L-L-D-D-R-F-I-N-R-F-R
361 M1 1.848.026 V-L-L-D-D-R-F-I-N-R-F-R-L-A-T
362 M 2 1.853.891 D-D-R-F-I-N-R-F-R-L-A-T-S-E-D
363 M 3 1.864.911 F-I-N-R-F-R-L-A-T-S-E-D-N-P-W
364 M 4 1.822.864 R-F-R-L-A-T-S-E-D-N-P-W-A-N-F
365 M 5 1.756.875 K-Q-D-G-I-E-R-T-D-5-G-R-P-I-W
366 M 6 1.683.858 G-I-E-R-T-D-5-G-R-P-I-W-N-I-A
367 M 7 1.751.878 R-T-D-S-G-R-P-I-W-N-I-A-H-M-V
368 M 8 1.736.867 S-G-R-P-I-W-N-I-A-H-M-V-N-D-K
369 M9 1.719.902 P-1-W-N-I-A-H-M-V-N-D-K-G-L-|
370 M10 1.730.819 N-I-A-H-M-V-N-D-K-G-L-I-D-E-Y
371 M11 1.687.813 H-M-V-N-D-K-G-L-I-D-E-Y-L-A-A
372 M12 1.562.747 N-D-K-G-L-I-D-E-Y-L-A-A-G-A-N PLD LLP4
373 M13 1.520.725 G-L-I-D-E-Y-L-A-A-G-A-N-S-V-E -
374 M14 1.538.663 D-E-Y-L-A-A-G-A-N-S-V-E-S-D-V
375 M15 1.480.657 L-A-A-G-A-N-S-V-E-S-D-V-S-F-D
376 M16 1.511.590 G-A-N-5-V-E-S-D-V-S-F-D-D-N-G
377 M17 1.625.677 S-V-E-S-D-V-S-F-D-D-N-G-K-P-M
378 M18 1.722.756 S-D-V-S-F-D-D-N-G-K-P-M-K-F-H
379 M19 1.771.810 S-F-D-D-N-G-K-P-M-K-F-H-H-G-R
380 M20 1.737.772 D-N-G-K-P-M-K-F-H-H-G-R-P-C-D




381 M21 1.767.812 K-P-M-K-F-H-H-G-R-P-C-D-C-G-R
382 M22 1.743.703 K-F-H-H-G-R-P-C-D-C-G-R-N-C-D
383 M23 1.746.681 H-G-R-P-C-D-C-G-R-N-C-D-R-O-M
384 M24 1.731.648 P-C-D-C-G-R-N-C-D-R-Q-M-S-F-T
385 M25 1.807.733 C-G-R-N-C-D-R-Q-M-S-F-T-D-Y-L
386 M26 1.900.732 N-C-D-R-Q-M-S-F-T-D-Y-L-D-Y-M
387 M27 1.965.897 R-Q-M-S-F-T-D-Y-L-D-Y-M-R-Q-L
388 M28 1.849.845 S-F-T-D-Y-L-D-Y-M-R-Q-L-T-T-P
389 M29 1.787.793 D-Y-L-D-Y-M-R-Q-L-T-T-P-G-T-D
390 M30 1.742.749 D-Y-M-R-Q-L-T-T-P-G-T-D-N-T-M
391 N1 1.765.831 R-Q-L-T-T-P-G-T-D-N-T-M-F-R-E
392 N 2 1.708.798 T-T-P-G-T-D-N-T-M-F-R-E-N-L-|
393 N 3 1.766.858 G-T-D-N-T-M-F-R-E-N-L-I-L-I-M
394 N4 1.868.942 N-T-M-F-R-E-N-L-I-L-I-M-L-D-F
395 N 5 1.892.085 F-R-E-N-L-I-L-I-M-L-D-F-K-L-K
396 N 6 1.788.084 N-L-I-L-I-M-L-D-F-K-L-K-K-L-S
397 N7 1.758.037 L-1-M-L-D-F-K-L-K-K-L-5-P-N-V
398 N 8 1.735.976 L-D-F-K-L-K-K-L-S-P-N-V-A-Y-T
399 N9 1.616.914 K-L-K-K-L-S-P-N-V-A-Y-T-A-G-Q
400 N10 1.546.788 K-L-S-P-N-V-A-Y-T-A-G-Q-E-V-A
401 N11 1.591.719 P-N-V-A-Y-T-A-G-Q-E-V-A-N-Q-M
402 N12 1.610.714 A-Y-T-A-G-Q-E-V-A-N-Q-M-L-D-T
403 N13 1.752.803 A-G-Q-E-V-A-N-Q-M-L-D-T-Y-W-K
404 N14 1.837.903 E-V-A-N-Q-M-L-D-T-Y-W-K-R-G-K
405 N15 1.825.867 N-Q-M-L-D-T-Y-W-K-R-G-K-S-E-A
406 N16 1.842.927 L-D-T-Y-W-K-R-G-K-S-E-A-R-A-Y
407 N17 1.872.989 Y-W-K-R-G-K-S-E-A-R-A-Y-F-V-L
408 N18 1.692.920 R-G-K-S-E-A-R-A-Y-F-V-L-S-I-P
409 N19 1.679.914 S-E-A-R-A-Y-F-V-L-S-|-P-5-I-K
410 N20 1.678.966 R-A-Y-F-V-L-S-1-P-S-1-K-K-A-S
411 N21 1.634.965 F-V-L-S-I-P-5-1-K-K-A-S-F-A-K
412 N22 1.642.897 S-1-P-S-I-K-K-A-S-F-A-K-G-F-Y
413 N23 1.701.934 S-1-K-K-A-S-F-A-K-G-F-Y-D-K-L
414 N24 1.703.841 K-A-S-F-A-K-G-F-Y-D-K-L-N-S-E
415 N25 1.736.794 F-A-K-G-F-Y-D-K-L-N-S-E-G-F-D
416 N26 1.837.816 G-F-Y-D-K-L-N-S-E-G-F-D-Q-Y-R
417 N27 1.826.869 D-K-L-N-S-E-G-F-D-Q-Y-R-E-K-V
418 N28 1.741.780 N-S-E-G-F-D-Q-Y-R-E-K-V-G-V-D
419 N29 1.702.784 G-F-D-Q-Y-R-E-K-V-G-V-D-F-5-G
420 N30 1.697.790 Q-Y-R-E-K-V-G-V-D-F-S-G-N-E-A
421 01 1.583.699 E-K-V-G-V-D-F-S-G-N-E-A-F-A-D
422 02 1.555.679 G-V-D-F-S-G-N-E-A-F-A-D-T-R-A
423 03 1.585.726 F-S-G-N-E-A-F-A-D-T-R-A-T-L-S
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424 04 1.608.763 N-E-A-F-A-D-T-R-A-T-L-S-S-L-N
425 05 1.621.820 F-A-D-T-R-A-T-L-S-S-L-N-I-V-D
426 06 1.724.910 T-R-A-T-L-S-5-L-N-1-V-D-H-I-W
427 07 1.726.842 T-L-S-S-L-N-I-V-D-H-I-W-Q-S-D
428 08 1.696.831 S-L-N-I-V-D-H-I-W-Q-S-D-G-I-T
429 09 1.712.808 I-V-D-H-I-W-Q-5-D-G-I-T-N-C-L
430 010 1.752.826 H-1-W-Q-S-D-G-I-T-N-C-L-P-R-N
431 011 1.731.840 Q-S-D-G-I-T-N-C-L-P-R-N-M-K-R
432 012 1.770.996 G-I-T-N-C-L-P-R-N-M-K-R-L-K-K
433 013 1.798.044 N-C-L-P-R-N-M-K-R-L-K-K-A-V-K
434 014 1.868.078 P-R-N-M-K-R-L-K-K-A-V-K-E-R-D
435 015 1.758.978 M-K-R-L-K-K-A-V-K-E-R-D-S5-N-G
436 016 1.736.913 L-K-K-A-V-K-E-R-D-S5-N-G-Y-M-V
437 017 1.757.866 A-V-K-E-R-D-S$-N-G-Y-M-V-K-V-Y
438 018 1.846.820 E-R-D-5-N-G-Y-M-V-K-V-Y-N-W-S
439 019 1.788.839 S-N-G-Y-M-V-K-V-Y-N-W-S-V-D-K
440 020 1.895.902 Y-M-V-K-V-Y-N-W-S-V-D-K-Y-T-T
441 021 1.917.966 K-V-Y-N-W-S5-V-D-K-Y-T-T-M-R-K
442 022 1.895.993 N-W-S-V-D-K-Y-T-T-M-R-K-V-L-R
443 023 1.707.934 V-D-K-Y-T-T-M-R-K-V-L-R-A-G-A
444 024 1.668.833 Y-T-T-M-R-K-V-L-R-A-G-A-D-G-M
445 025 1.631.849 M-R-K-V-L-R-A-G-A-D-G-M-I-T-N
446 026 1.517.755 V-L-R-A-G-A-D-G-M-I-T-N-F-P-G
447 027 1.517.755 A-G-A-D-G-M-|-T-N-F-P-G-R-L-V
448 028 1.617.844 D-G-M-I-T-N-F-P-G-R-L-V-S-V-L
449 029 1.713.942 [-T-N-F-P-G-R-L-V-5-V-L-N-E-R
450 030 1.748.910 F-P-G-R-L-V-S-V-L-N-E-R-E-F-S
451 P1 1.779.952 R-L-V-S-V-L-N-E-R-E-F-5-G-K-F
452 P2 1.751.921 S-V-L-N-E-R-E-F-5-G-K-F-R-L-A
453 P3 1.787.884 N-E-R-E-F-S-G-K-F-R-L-A-T-Y-A
454 P4 1.714.820 E-F-S-G-K-F-R-L-A-T-Y-A-D-N-P
455 P5 1.822.900 G-K-F-R-L-A-T-Y-A-D-N-P-W-E-R
456 P6 1.769.877 S-V-L-N-E-R-E-F-5-G-K-F-R-M-A
457 P7 1.849.831 N-E-R-E-F-S5-G-K-F-R-M-A-T-Y-D PLD LLPS
458 P8 1.776.767 E-F-S-G-K-F-R-M-A-T-Y-D-D-N-P -
459 P9 1.856.841 G-K-F-R-M-A-T-Y-D-D-N-P-W-E-K
460 P10 1.704.919 V-C-G-V-D-S-T-Q-K-Q-K-K-K-R-T
461 P11 1.836.995 V-D-S-T-Q-K-Q-K-K-K-R-T-Y-V-E
462 P12 1.892.037 T-Q-K-Q-K-K-K-R-T-Y-V-E-L-D-Q
463 P13 1.848.995 Q-K-K-K-R-T-Y-V-E-L-D-Q-L-S-N SERINE_LLP
464 P14 1.775.931 K-R-T-Y-V-E-L-D-Q-L-5-N-I-P-T
465 P15 1.717.903 Y-V-E-L-D-Q-L-S-N-I-P-T-T-L-L
466 P16 1.737.999 L-D-Q-L-S-N-I-P-T-T-L-L-V-R-R
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467 P17 1.734.052 L-S-N-I-P-T-T-L-L-V-R-R-R-P-V
468 P18 1.805.089 [-P-T-T-L-L-V-R-R-R-P-V-K-Q-E
469 P19 1.822.079 T-L-L-V-R-R-R-P-V-K-Q-E-A-K-E
470 P20 1.927.075 V-R-R-R-P-V-K-Q-E-A-K-E-E-F-R
471 P21 1.828.021 R-P-V-K-Q-E-A-K-E-E-F-R-I-A-K
472 P22 1.800.962 K-Q-E-A-K-E-E-F-R-I-A-K-P-D-I
473 P23 1.744.925 A-K-E-E-F-R-I-A-K-P-D-I-I-E-S
474 P24 1.675.867 E-F-R-I-A-K-P-D-I-I-E-S-T-A-S
475 P25 1.673.855 I-A-K-P-D-I-I-E-S-T-A-S-F-P-W
476 P26 1.761.926 I-K-E-G-Q-L-T-N-Y-T-A-Q-Q-R-I
477 P27 1.825.900 G-Q-L-T-N-Y-T-A-Q-Q-R-I-W-F-T
478 P28 1.854.901 T-N-Y-T-A-Q-Q-R-I-W-F-T-N-G-R
479 P29 1.846.933 T-A-Q-Q-R-I-W-F-T-N-G-R-L-Q-E
480 P30 1.887.012 Q-R-I-W-F-T-N-G-R-L-Q-E-A-L-R
481 Q1 1.787.932 W-F-T-N-G-R-L-Q-E-A-L-R-V-A-Q
482 Q2 1.649.921 N-G-R-L-Q-E-A-L-R-V-A-Q-P-K-A
483 Q3 1.755.004 L-Q-E-A-L-R-V-A-Q-P-K-A-R-I-Y
484 Q4 1.758.019 A-L-R-V-A-Q-P-K-A-R-I-Y-P-Y-I|
485 Q5 1.781.935 V-A-Q-P-K-A-R-1-Y-P-Y-I-N-Y-S
486 Q6 1.825.998 P-K-A-R-I-Y-P-Y-I-N-Y-S-I-K-T
487 Q7 1.848.916 R-1-Y-P-Y-I-N-Y-5-1-K-T-G-M-M
488 Qs 1.741.831 P-Y-I-N-Y-S-I-K-T-G-M-M-V-P-E
489 Q9 1.743.810 N-Y-S-I-K-T-G-M-M-V-P-E-V-E-F
490 Q10 1.820.921 I-K-T-G-M-M-V-P-E-V-E-F-W-R-V | HYALU_LLP2
491 Ql1l 1.808.830 G-M-M-V-P-E-V-E-F-W-R-V-M-A-Q
492 Ql2 1.760.881 V-P-E-V-E-F-W-R-V-M-A-Q-I-A-S
493 Q13 1.736.863 V-E-F-W-R-V-M-A-Q-I-A-S-L-G-M
494 Ql4 1.604.769 W-R-V-M-A-Q-1-A-5-L-G-M-D-G-A
495 Q15 1.561.752 M-A-Q-I-A-S-L-G-M-D-G-A-V-I-W
496 Ql6 1.462.702 [-A-S-L-G-M-D-G-A-V-I-W-G-S-S
497 Ql7 1.464.681 L-G-M-D-G-A-V-I-W-G-5-5-5-5-V
498 Q18 1.435.683 D-G-A-V-I-W-G-5-5-5-5-V-G-S-K
499 Q19 1.571.754 V-I-W-G-5-5-5-5-V-G-S-K-I-Y-C
500 Q20 1.485.702 G-5-5-5-5-V-G-S5-K-I-Y-C-A-Q-L
501 Q21 1.658.859 S-5-V-G-S-K-I-Y-C-A-Q-L-L-K-Y
502 Q22 1.698.890 G-S-K-I-Y-C-A-Q-L-L-K-Y-I-A-E
503 Q23 1.695.916 I-Y-C-A-Q-L-L-K-Y-I-A-E-V-L-G
504 Q24 1.585.897 A-Q-L-L-K-Y-I-A-E-V-L-G-P-A-T
505 Q25 1.716.861 E-V-K-L-G-D-I-L-Q-I-S-E-R-D-C
506 Q26 1.764.897 L-G-D-I-L-Q-I-S-E-R-D-C-I-K-Y
507 Q27 1.777.929 I-L-Q-I-S-E-R-D-C-I-K-Y-G-Q-L SICARITOXI
508 Q28 1.739.834 I-S-E-R-D-C-I-K-Y-G-Q-L-C-G-R
509 Q29 1.701.808 R-D-C-I-K-Y-G-Q-L-C-G-R-P-H-G




134

510 Q30 1.624.840 I-K-Y-G-Q-L-C-G-R-P-H-G-L-P-S
511 R1 1.540.659 G-Q-L-C-G-R-P-H-G-L-P-5-N-C-C
512 R2 1.600.622 C-G-R-P-H-G-L-P-5-N-C-C-G-D-W
513 R3 1.640.671 P-H-G-L-P-S-N-C-C-G-D-W-K-N-N
514 R4 1.665.670 L-P-S-N-C-C-G-D-W-K-N-N-G-R-C
515 R5 1.659.590 N-C-C-G-D-W-K-N-N-G-R-C-S-C-T
516 R6 1.639.651 G-D-W-K-N-N-G-R-C-5-C-T-G-G-W
517 R7 1.615.637 K-N-N-G-R-C-S-C-T-G-G-W-C-K-C
518 R8 1.642.720 G-R-C-5-C-T-G-G-W-C-K-C-R-K-V
519 R9 1.707.837 S-C-T-G-G-W-C-K-C-R-K-V-P-K-R
520 R10 1.889.905 Q-I-Y-T-L-Q-1-Q-Q-D-I-D-H-F-E
521 R11 1.826.869 T-L-Q-1-Q-Q-D-I-D-H-F-E-N-L-N
522 R12 1.856.898 I-Q-Q-D-I-D-H-F-E-N-L-N-M-K-|
523 R13 1.762.824 D-I-D-H-F-E-N-L-N-M-K-I-G-A-F
524 R14 1.730.907 H-F-E-N-L-N-M-K-I-G-A-F-V-L-V
525 R15 1.644.953 N-L-N-M-K-I-G-A-F-V-L-V-T-L-L
526 R16 1.572.957 M-K-1-G-A-F-V-L-V-T-L-L-V-A-V
527 R17 1.501.883 G-A-F-V-L-V-T-L-L-V-A-V-C-V-V
528 R18 1.527.884 V-L-V-T-L-L-V-A-V-C-V-V-T-A-E
529 R19 1.556.910 T-L-L-V-A-V-C-V-V-T-A-E-V-K-L
530 R20 1.514.827 V-A-V-C-V-V-T-A-E-V-K-L-G-D-I
SICARITOXI2
531 R21 1.599.880 C-V-V-T-A-E-V-K-L-G-D-I-L-Q-I
532 R22 1.670.909 T-A-E-V-K-L-G-D-I-L-Q-I-S-E-R
533 R23 1.700.902 V-K-L-G-D-I-L-Q-I-5-E-R-D-C-I
534 R24 1.708.834 G-D-I-L-Q-I-S-E-R-D-C-I-K-Y-G
535 R25 1.767.854 L-Q-I-S-E-R-D-C-I-K-Y-G-Q-L-C
536 R26 1.723.802 S-E-R-D-C-I-K-Y-G-Q-L-C-G-R-P
537 R27 1.658.791 D-C-I-K-Y-G-Q-L-C-G-R-P-H-G-L
538 R28 1.625.799 K-Y-G-Q-L-C-G-R-P-H-G-L-P-S-N
539 R29 1.540.659 Q-L-C-G-R-P-H-G-L-P-5-N-C-C-G
540 R30 1.625.708 G-R-P-H-G-L-P-5-N-C-C-G-D-W-K
541 S1 1.600.640 H-G-L-P-S-N-C-C-G-D-W-K-N-N-G
542 S2 1.503.597 C-H-G-E-G-5-K-G-C-A-T-K-P-D-D
543 S3 1.598.605 E-G-S-K-G-C-A-T-K-P-D-D-W-C-C
544 S4 1.682.747 K-G-C-A-T-K-P-D-D-W-C-C-K-K-T
545 S5 1.722.778 A-T-K-P-D-D-W-C-C-K-K-T-P-C-K
546 S6 1.693.697 P-D-D-W-C-C-K-K-T-P-C-K-C-P-A
547 S7 1.754.729 W-C-C-K-K-T-P-C-K-C-P-A-W-S-D LLPTI3
548 S8 1.679.754 K-K-T-P-C-K-C-P-A-W-S-D-T-S-E
549 S9 1.684.636 P-C-K-C-P-A-W-S-D-T-S-E-C-R-C
550 S10 1.670.601 C-P-A-W-S5-D-T-S-E-C-R-C-A-Q-D
551 S11 1.745.645 W-S-D-T-S-E-C-R-C-A-Q-D-C-S-R
552 S12 1.744.711 T-S-E-C-R-C-A-Q-D-C-S-R-R-C-K
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553 S13 1.768.807 C-R-C-A-Q-D-C-S-R-R-C-K-G-K-R
554 S14 1.703.892 A-Q-D-C-S-R-R-C-K-G-K-R-A-L-L
555 S15 1.684.959 C-S-R-R-C-K-G-K-R-A-L-L-V-P-V
556 S16 1.705.966 R-C-K-G-K-R-A-L-L-V-P-V-E-T-H
557 S17 1.701.030 G-K-R-A-L-L-V-P-V-E-T-H-R-L-L
558 S18 1.732.977 A-L-L-V-P-V-E-T-H-R-L-L-F-P-E
559 S19 1.862.993 V-P-V-E-T-H-R-L-L-F-P-E-Q-W-L
560 S20 1.930.947 E-T-H-R-L-L-F-P-E-Q-W-L-T-F-D
561 S21 1.918.024 R-L-L-F-P-E-Q-W-L-T-F-D-I-Q-I
562 S22 1.863.941 F-P-E-Q-W-L-T-F-D-I-Q-I-R-T-A
563 S23 1.863.952 V-P-V-E-T-H-R-L-L-F-P-E-Q-W-N
564 S24 1.943.942 E-T-H-R-L-L-F-P-E-Q-W-N-F-D-I
565 S25 1.987.972 R-L-L-F-P-E-Q-W-N-F-D-I-T-Y-F
566 S26 1.973.957 F-P-E-Q-W-N-F-D-I-T-Y-F-R-V-L LLPTIS
567 S27 1.969.994 Q-W-N-F-D-I-T-Y-F-R-V-L-Q-Q-I
568 S28 1.896.076 F-D-I-T-Y-F-R-V-L-Q-Q-I-K-L-L
569 S29 1.816.086 T-Y-F-R-V-L-Q-Q-I-K-L-L-V-P-V
570 S30 1.772.056 R-V-L-Q-Q-|-K-L-L-V-P-V-E-T-H
571 T1 1.806.941 E-K-E-K-Y-D-P-I-G-F-R-D-V-I-V
572 T2 1.718.924 K-Y-D-P-I-G-F-R-D-V-I-V-Q-G-L
573 T3 1.613.867 P-1-G-F-R-D-V-I-V-Q-G-L-T-E-A
574 T4 1.605.789 F-R-D-V-1-V-Q-G-L-T-E-A-G-S-D
575 T5 1.557.778 V-I-V-Q-G-L-T-E-A-G-S-D-L-E-Q
576 T6 1.572.763 Q-G-L-T-E-A-G-S-D-L-E-Q-V-A-R
577 T7 1.649.779 T-E-A-G-S-D-L-E-Q-V-A-R-F-L-D
578 T8 1.563.742 G-S-D-L-E-Q-V-A-R-F-L-D-S-A-G
579 T9 1.632.872 L-E-Q-V-A-R-F-L-D-S-A-G-S-K-L
580 T10 1.696.879 V-A-R-F-L-D-S5-A-G-S-K-L-D-Y-R
581 T11 1.746.858 F-L-D-S-A-G-S-K-L-D-Y-R-R-Y-G
582 T12 1.700.837 S-A-G-S-K-L-D-Y-R-R-Y-G-E-S-L
583 T13 1.860.926 S-K-L-D-Y-R-R-Y-G-E-S-L-F-D-I TCTP_LLP1
584 T14 1.829.920 D-Y-R-R-Y-G-E-S-L-F-D-I-L-L-A
585 T15 1.622.856 R-Y-G-E-S-L-F-D-I-L-L-A-G-G-I
586 T16 1.527.844 E-S-L-F-D-I-L-L-A-G-G-I-L-A-P
587 T17 1.413.776 F-D-I-L-L-A-G-G-I-L-A-P-G-G-T
588 T18 1.321.786 L-L-A-G-G-I-L-A-P-G-G-T-L-A-V
589 T19 1.353.703 G-G-I-L-A-P-G-G-T-L-A-V-D-V-D
590 120 1.464.808 L-A-P-G-G-T-L-A-V-D-V-D-P-L-K
591 T21 1.554.826 G-G-T-L-A-V-D-V-D-P-L-K-N-T-R
592 122 1.680.930 L-A-V-D-V-D-P-L-K-N-T-R-I-E-V
593 123 1.746.886 D-V-D-P-L-K-N-T-R-I-E-V-C-V-F
594 124 1.674.865 P-L-K-N-T-R-I-E-V-C-V-F-A-A-D
595 T25 1.679.771 N-T-R-I-E-V-C-V-F-A-A-D-D-D-L




596 126 1.663.790 [-E-V-C-V-F-A-A-D-D-D-L-E-I-L
597 127 1.727.797 C-V-F-A-A-D-D-D-L-E-I-L-K-N-Y
598 128 1.676.815 A-A-D-D-D-L-E-I-L-K-N-Y-A-Q-V
599 T29 1.761.940 D-D-L-E-I-L-K-N-Y-A-Q-V-I-T-K
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8.2. APENDICE 2: Lista de toxinas e os peptideos correspondentes a cada spot da

membrana de Micrurus spp.

Numero Posicdo | Peso Molecular Sequéncia Toxina
1 Al 1.944.922 K-T-C-Y-T-Y-Y-S-L-F-W-K-T-I-E
2 A2 1.821.817 Y-Y-S-L-F-W-K-T-I-E-T-C-P-D-G
3 A3 1.778.765 W-K-T-I-E-T-C-P-D-G-H-N-L-C-Y
4 A4 1.859.791 T-C-P-D-G-H-N-L-C-Y-K-R-W-H-M
5 A5 1.908.961 H-N-L-C-Y-K-R-W-H-M-L-V-P-G-R
6 A6 1.913.010 K-R-W-H-M-L-V-P-G-R-Y-D-I-S-R
7 A7 1.603.803 L-V-P-G-R-Y-D-I-S-R-G-C-A-P-T
8 A8 1.594.701 Y-D-1-S-R-G-C-A-P-T-C-P-I-A-E
9 A9 1.538.675 G-C-A-P-T-C-P-I-A-E-N-H-D-V-I|
10 A10 1.642.668 C-P-1-A-E-N-H-D-V-I-E-C-C-P-T
11 All 1.688.648 N-H-D-V-I-E-C-C-P-T-D-N-C-N-L
12 Al2 1.644.727 L-1-C-Y-V-5-M-E-G-A-K-M-T-C-P
13 Al13 1.594.704 S-M-E-G-A-K-M-T-C-P-E-G-K-N-L
14 Al4 1.713.778 K-M-T-C-P-E-G-K-N-L-C-E-K-Y-A
15 Al15 1.786.824 E-G-K-N-L-C-E-K-Y-A-V-S-Y-F-H
16 Al6 1.816.766 C-E-K-Y-A-V-S-Y-F-H-T-G-S5-Y-Y LEMNISCATUS 3FTx
17 Al7 1.943.819 V-S-Y-F-H-T-G-S-Y-Y-F-R-W-E-C
18 Al8 1.853.703 T-G-S-Y-Y-F-R-W-E-C-S-S-E-C-H
19 Al19 1.786.708 F-R-W-E-C-S-S-E-C-H-G-G-I-Y-N
20 A20 1.558.574 S-S-E-C-H-G-G-1-Y-N-V-C-C-S-T
21 A21 1.597.621 G-G-I-Y-N-V-C-C-S-T-D-L-C-N-H
22 A22 1.575.673 V-C-C-S-T-D-L-C-N-H-I-P-K-S-G
23 A23 1.787.870 R-K-C-Y-V-G-T-R-D-Y-K-P-V-T-C
24 A24 1.606.730 G-T-R-D-Y-K-P-V-T-C-P-A-G-E-N
25 A25 1.607.758 K-P-V-T-C-P-A-G-E-N-I-C-Y-T-I
26 A26 1.613.787 P-A-G-E-N-I-C-Y-T-I-A-H-V-A-R
27 A27 1.738.875 [-C-Y-T-I-A-H-V-A-R-P-S-Y-F-V
28 A28 1.703.846 A-H-V-A-R-P-S5-Y-F-V-E-R-G-C-I
29 A29 1.729.748 P-S-Y-F-V-E-R-G-C-I-S-S-C-P-W
30 A30 1.739.645 E-R-G-C-I-S-5-C-P-W-F-Y-5-C-C
31 B1 1.742.597 S-S-C-P-W-F-Y-S-C-C-E-T-D-L-C
32 B2 1.768.809 R-I-C-Y-N-D-H-G-Y-I-G-K-T-T-E
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33 B3 1.624.656 D-H-G-Y-I-G-K-T-T-E-T-C-E-D-G
34 B4 1.632.690 G-K-T-T-E-T-C-E-D-G-I-T-I-C-Y
35 B5 1.801.765 T-C-E-D-G-I-T-I-C-Y-Q-Q-S-W-R
36 B6 1.886.862 I-T-I-C-Y-Q-Q-S-W-R-D-F-R-G-D
37 B7 1.904.924 Q-Q-S-W-R-D-F-R-G-D-R-I-E-R-G
38 B8 1.694.714 D-F-R-G-D-R-I-E-R-G-C-G-C-P-D
39 B9 1.659.807 R-I-E-R-G-C-G-C-P-D-E-K-K-G-I
40 B10 1.624.697 C-G-C-P-D-E-K-K-G-I-E-L-K-C-C
41 B11 1.712.761 E-K-K-G-I-E-L-K-C-C-N-C-D-K-C
42 B12 1.631.652 L-T-C-K-T-C-P-F-N-T-C-A-D-S-E
43 B13 1.542.568 C-P-F-N-T-C-A-D-S-E-T-C-P-V-G
44 B14 1.601.641 C-A-D-S-E-T-C-P-V-G-K-N-I-C-Y
45 B15 1.808.870 T-C-P-V-G-K-N-I-C-Y-Q-R-K-W-N
46 B16 1.893.916 K-N-1-C-Y-Q-R-K-W-N-E-N-N-G-K
47 B17 1.855.965 Q-R-K-W-N-E-N-N-G-K-K-I-E-R-G
48 B18 1.633.755 E-N-N-G-K-K-1-E-R-G-C-V-A-N-C
49 B19 1.574.743 K-1-E-R-G-C-V-A-N-C-P-E-L-G-S
50 B20 1.544.649 C-V-A-N-C-P-E-L-G-S-H-D-T-S-L
51 B21 1.685.787 P-E-L-G-S-H-D-T-S-L-L-C-C-R-R
52 B22 1.685.704 M-E-C-Y-R-C-G-V-5-G-C-H-L-K-T
53 B23 1.480.600 C-G-V-5-G-C-H-L-K-T-T-C-S-A-D
54 B24 1.747.726 C-H-L-K-T-T-C-S-A-D-E-K-F-C-Y
55 B25 1.868.812 T-C-S-A-D-E-K-F-C-Y-K-W-F-N-K
56 B26 2.031.077 E-K-F-C-Y-K-W-F-N-K-I-T-R-I-R
57 B27 1.855.977 K-W-F-N-K-I-T-R-I-R-T-Y-G-C-A
58 B28 1.715.786 [-T-R-I-R-T-Y-G-C-A-E-T-C-T-E
59 B29 1.693.613 T-Y-G-C-A-E-T-C-T-E-E-N-S-W-T
60 B30 1.721.644 E-T-C-T-E-E-N-S-W-T-A-S5-V-Y-C
61 C1l 1.690.686 E-N-S-W-T-A-S-V-Y-C-C-T-T-N-L
62 C2 1.789.896 S-I-P-P-E-P-L-N-L-Y-Q-F-K-N-M
63 C3 1.795.864 P-L-N-L-Y-Q-F-K-N-M-I-Q-C-A-N
64 ca 1.853.855 Q-F-K-N-M-1-Q-C-A-N-N-T-R-T-W
65 C5 1.918.857 [-Q-C-A-N-N-T-R-T-W-W-H-F-G-W
66 C6 1.978.792 N-T-R-T-W-W-H-F-G-W-Y-G-C-Y-C
67 C7 1.734.671 W-H-F-G-W-Y-G-C-Y-C-G-R-G-G-S
68 C8 1.490.581 Y-G-C-Y-C-G-R-G-G-S-G-T-P-V-D LEMNISCATUS Pla2
69 C9 1.517.678 G-R-G-G-S-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C
70 C10 1.685.703 G-T-P-V-D-E-L-D-R-C-C-Q-V-H-D
71 Cl1 1.840.670 E-L-D-R-C-C-Q-V-H-D-N-C-Y-D-E
72 C12 1.787.761 C-Q-V-H-D-N-C-Y-D-E-A-K-K-V-H
73 C13 1.833.818 N-C-Y-D-E-A-K-K-V-H-K-C-H-P-Y
74 Cl14 1.949.888 K-C-A-N-N-T-R-P-W-W-H-F-I-D-Y
75 C15 1.902.786 T-R-P-W-W-H-F-I-D-Y-G-C-Y-C-G




76 C16 1.581.591 H-F-1-D-Y-G-C-Y-C-G-F-G-G-5-G
77 C17 1.474.575 G-C-Y-C-G-F-G-G-S-G-K-P-V-D-E
78 C18 1.581.680 F-G-G-S-G-K-P-V-D-E-L-D-R-C-C
79 C19 1.783.823 K-P-V-D-E-L-D-R-C-C-Q-V-H-D-K
80 C20 1.782.701 L-D-R-C-C-Q-V-H-D-K-C-Y-D-D-A
81 C21 1.809.836 Q-V-H-D-K-C-Y-D-D-A-K-R-L-Y-G
82 C22 1.921.817 C-Y-D-D-A-K-R-L-Y-G-C-W-P-F-W
83 C23 2.007.996 K-R-L-Y-G-C-W-P-F-W-T-L-Y-I-Y
84 C24 1.871.794 C-W-P-F-W-T-L-Y-I-Y-Y-C-A-S-G
85 C25 1.701.731 T-L-Y-1-Y-Y-C-A-S-G-Y-P-S-C-V
86 C26 1.595.664 Y-C-A-S-G-Y-P-5-C-V-G-N-F-T-K
87 C27 1.685.852 Y-P-S5-C-V-G-N-F-T-K-C-K-K-I-V
88 C28 1.673.746 G-N-F-T-K-C-K-K-I-V-C-E-C-D-S
89 C29 1.630.690 C-K-K-I-V-C-E-C-D-5-K-A-A-M-C
90 C30 1.617.630 C-E-C-D-S5-K-A-A-M-C-F-A-R-S-P
91 D1 1.771.781 K-A-A-M-C-F-A-R-S-P-Y-N-N-W-N
92 D2 1.918.795 F-A-R-5-P-Y-N-N-W-N-Y-D-M-N-Q
93 D3 1.882.729 Y-N-N-W-N-Y-D-M-N-Q-Q-Y-C-K
94 D4 1.834.977 S-1-A-P-Q-P-L-T-R-Y-Q-F-K-R-M
95 D5 1.868.928 P-L-T-R-Y-Q-F-K-R-M-I-E-C-A-N
96 D6 1.864.908 Q-F-K-R-M-I-E-C-A-N-N-I-R-G-W
97 D7 1.914.825 [-E-C-A-N-N-I-R-G-W-W-D-Y-F-E
98 D8 1.973.775 N-1-R-G-W-W-D-Y-F-E-Y-G-C-Y-C
99 D9 1.849.660 W-D-Y-F-E-Y-G-C-Y-C-D-5-R-G-S
100 D10 1.578.597 Y-G-C-Y-C-D-S-R-G-S-G-T-P-V-D
101 D11 1.605.694 D-S-R-G-S-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C
102 D12 1.840.707 E-L-D-R-C-C-Q-V-H-D-K-C-Y-D-D
103 D13 1.855.823 C-Q-V-H-D-K-C-Y-D-D-A-K-R-L-Y
104 D14 1.863.833 K-C-Y-D-D-A-K-R-L-Y-G-C-W-P-F
105 D15 1.915.970 A-K-R-L-Y-G-C-W-P-F-W-T-L-Y-|
106 D16 1.624.883 A-T-5-5-V-P-P-R-P-L-N-L-I-N-F
107 D17 1.836.008 P-P-R-P-L-N-L-I-N-F-Q-R-M-I-Q
108 D18 1.837.918 N-L-I-N-F-Q-R-M-I-Q-C-T-T-T-R
109 D19 1.851.872 Q-R-M-1-Q-C-T-T-T-R-R-5-A-W-D
110 D20 1.777.773 C-T-T-T-R-R-S-A-W-D-F-T-N-Y-G
111 D21 1.712.660 R-S-A-W-D-F-T-N-Y-G-C-Y-C-G-A
112 D22 1.456.528 F-T-N-Y-G-C-Y-C-G-A-G-G-S5-G-T
113 D23 1.427.559 C-Y-C-G-A-G-G-5-G-T-P-V-D-E-L
114 D24 1.535.660 G-G-S-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C-C-K
115 D25 1.745.706 P-V-D-E-L-D-R-C-C-K-V-H-D-D-C
116 D26 1.683.633 D-R-C-C-K-V-H-D-D-C-Y-G-A-A-E
117 D27 1.765.719 V-H-D-D-C-Y-G-A-A-E-K-Y-H-R-C
118 D28 1.722.840 Y-G-A-A-E-K-Y-H-R-C-S-P-K-L-T
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119 D29 1.796.913 K-Y-H-R-C-S-P-K-L-T-L-Y-T-S-T
120 D30 1.530.713 S-P-K-L-T-L-Y-T-S-T-C-S-S5-G-S
121 El 1.550.648 L-Y-T-S-T-C-S-S-G-S-V-T-C-K-D
122 E2 1.488.590 C-5-5-G-S-V-T-C-K-D-N-G-T-K-C
123 E3 1.615.741 V-T-C-K-D-N-G-T-K-C-K-A-F-V-C
124 E4 1.658.722 N-G-T-K-C-K-A-F-V-C-N-C-D-R-T
125 ES 1.660.741 K-A-F-V-C-N-C-D-R-T-A-A-L-C-F
126 E6 1.656.739 N-C-D-R-T-A-A-L-C-F-G-R-A-P-Y
127 E7 1.611.837 M-1-Q-C-T-I-I-P-P-G-S-S-P-L-R
128 ES8 1.662.814 I-1-P-P-G-S-S-P-L-R-D-Y-A-D-Y
129 ES 1.668.644 S-S-P-L-R-D-Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G
130 E10 1.542.539 D-Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G-R-G-G-S-G
131 E11 1.456.560 G-C-Y-C-G-R-G-G-S-G-T-P-V-D-E
132 E12 1.563.666 R-G-G-5-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C-C
133 E13 1.743.745 T-P-V-D-E-L-D-R-C-C-K-V-H-D-D
134 E14 1.667.674 L-D-R-C-C-K-V-H-D-D-C-Y-G-A-A
135 E15 1.790.805 K-V-H-D-D-C-Y-G-A-A-E-K-Y-H-R
136 E16 1.724.802 C-Y-G-A-A-E-K-Y-H-R-C-S5-P-K-L
137 E17 1.824.908 E-K-Y-H-R-C-S-P-K-L-T-L-Y-T-S
138 E18 1.617.727 C-S-P-K-L-T-L-Y-T-S-T-C-S-5-Q
139 E19 1.534.671 T-L-Y-T-S-T-C-S-S-Q-T-G-S-V-T
140 E20 1.486.592 T-C-5-5-Q-T-G-S-V-T-C-K-D-N-G
141 E21 1.511.696 T-G-S-V-T-C-K-D-N-G-T-K-C-K-A
142 E22 1.632.677 C-K-D-N-G-T-K-C-K-A-F-V-C-N-C
143 E23 1.629.731 T-K-C-K-A-F-V-C-N-C-D-R-T-A-A
144 E24 1.674.732 F-V-C-N-C-D-R-T-A-A-L-C-F-G-R
145 E25 1.681.825 D-R-T-A-A-L-C-F-G-R-A-P-Y-N-K
146 E26 1.751.830 L-C-F-G-R-A-P-Y-N-K-N-N-E-N-I
147 E27 1.759.795 A-P-Y-N-K-N-N-E-N-I-N-P-N-R-C
148 E28 1.936.791 N-T-R-P-W-W-N-F-I-D-Y-G-C-Y-C
149 E29 1.744.654 W-N-F-|-D-Y-G-C-Y-C-G-Y-G-A-N
150 E30 1.618.596 Y-G-C-Y-C-G-Y-G-A-N-Y-T-A-V-D
151 F1 1.645.693 G-Y-G-A-N-Y-T-A-V-D-E-L-D-R-C
152 F2 1.799.750 Y-T-A-V-D-E-L-D-R-C-C-Q-T-H-F
153 F3 1.845.712 E-L-D-R-C-C-Q-T-H-F-N-C-Y-5-Q
154 Fa 1.757.649 C-Q-T-H-F-N-C-Y-5-Q-A-M-D-N-P
155 F5 1.626.637 N-C-Y-5-Q-A-M-D-N-P-A-C-T-P-|
156 F6 1.606.690 A-M-D-N-P-A-C-T-P-I-L-D-S-P-Y
157 F7 1.670.811 A-C-T-P-I-L-D-S-P-Y-I-K-T-Y-S
158 F8 1.768.776 L-D-S-P-Y-I-K-T-Y-S-Y-T-C-S-E
159 F9 1.654.711 [-K-T-Y-S-Y-T-C-S-E-G-S-L-T-C
160 F10 1.577.550 Y-T-C-S-E-G-S-L-T-C-N-G-D-N-D
161 F11 1.437.575 G-S-L-T-C-N-G-D-N-D-V-C-G-A-L
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162 F12 1.510.538 N-G-D-N-D-V-C-G-A-L-V-C-N-C-D
163 F13 1.451.610 V-C-G-A-L-V-C-N-C-D-L-5-A-A-N
164 F14 1.457.563 V-C-N-C-D-L-S-A-A-N-C-F-A-G-A
165 F15 1.538.696 L-S-A-A-N-C-F-A-G-A-P-F-I-E-E
166 F16 1.719.680 C-F-A-G-A-P-F-I-E-E-N-Y-N-M-D
167 F17 1.883.771 P-F-I-E-E-N-Y-N-M-D-P-E-R-C-Q
168 F18 1.821.912 L-N-Q-F-R-L-M-I-K-C-T-N-D-Q-V
169 F19 1.797.832 L-M-I-K-C-T-N-D-Q-V-W-S-D-F-V
170 F20 1.810.703 T-N-D-Q-V-W-S-D-F-V-D-Y-G-C-Y
171 F21 1.811.717 W-S-D-F-V-D-Y-G-C-Y-C-I-A-R-D
172 F22 1.689.738 D-Y-G-C-Y-C-I-A-R-D-S-K-T-P-V
173 F23 1.702.820 C-1-A-R-D-S-K-T-P-V-D-D-L-D-R
174 F24 1.677.734 S-K-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-A-Q
175 F25 1.802.691 D-D-L-D-R-C-C-Q-A-Q-K-Q-C-Y-D
176 F26 1.744.711 C-C-Q-A-Q-K-Q-C-Y-D-E-A-E-K-V
177 F27 1.733.775 K-Q-C-Y-D-E-A-E-K-V-H-G-C-K-P
178 F28 1.749.847 E-A-E-K-V-H-G-C-K-P-L-V-M-F-Y
179 F29 1.815.815 H-G-C-K-P-L-V-M-F-Y-S-F-E-C-R
180 F30 1.842.821 L-V-M-F-Y-S-F-E-C-R-Y-L-A-S-D
181 G1 1.664.670 S-F-E-C-R-Y-L-A-S-D-L-D-C-S-G
182 G2 1.602.654 Y-L-A-S-D-L-D-C-S-G-N-N-T-K-C
183 G3 1.672.701 L-D-C-S-G-N-N-T-K-C-R-N-F-V-C
184 G4 1.786.755 N-N-T-K-C-R-N-F-V-C-N-C-D-R-T
185 G5 1727.78 R-N-F-V-C-N-C-D-R-T-A-T-L-C-|
186 G6 1.627.759 N-C-D-R-T-A-T-L-C-I-L-A-A-T-Y
187 G7 1.673.820 A-T-L-C-I-L-A-A-T-Y-N-R-N-N-H
188 G8 1.712.848 L-A-A-T-Y-N-R-N-N-H-K-I-D-P-S
189 G9 1.820.840 L-1-C-Y-5-Q-M-Y-N-E-I-I-K-T-C
190 G10 1.771.765 Q-M-Y-N-E-I-I-K-T-C-E-N-G-E-T
191 G11 1.688.764 I-1-K-T-C-E-N-G-E-T-T-C-Y-S-K
192 G12 1.825.758 E-N-G-E-T-T-C-Y-S-K-T-W-R-D-H
193 G13 1.878.916 T-C-Y-S-K-T-W-R-D-H-R-G-T-R-L
194 G14 1.770.859 T-W-R-D-H-R-G-T-R-L-E-K-G-C-G
195 G15 1.599.823 R-G-T-R-L-E-K-G-C-G-C-P-P-V-K
196 G16 1.637.750 E-K-G-C-G-C-P-P-V-K-Y-D-M-I-V SURINAMENSIS 3ETx
197 G17 1.726.817 C-P-P-V-K-Y-D-M-I-V-K-C-C-K-T
198 G18 1.747.740 Y-D-M-|-V-K-C-C-K-T-D-R-C-G-N
199 G19 1.739.775 M-I-C-Y-N-Q-Q-S-T-E-P-P-T-T-K
200 G20 1.592.688 Q-Q-S-T-E-P-P-T-T-K-T-C-S-E-G
201 G21 1.669.769 P-P-T-T-K-T-C-S-E-G-Q-C-Y-K-K
202 G22 1.771.718 T-C-S-E-G-Q-C-Y-K-K-T-W-S-D-H
203 G23 1.834.904 Q-C-Y-K-K-T-W-5-D-H-R-G-T-I-I
204 G24 1.700.794 T-W-S-D-H-R-G-T-I-I-E-R-G-C-A
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205 G25 1.615.818 R-G-T-I-I-E-R-G-C-A-C-P-N-V-K
206 G26 1.569.801 E-R-G-C-A-C-P-N-V-K-P-G-V-K-I
207 G27 1.520.704 C-P-N-V-K-P-G-V-K-I-5-C-C-S-S
208 G28 2.005.881 K-T-C-Y-T-Y-Y-S-W-F-W-K-T-T-E
209 G29 1.882.776 Y-Y-S-W-F-W-K-T-T-E-T-C-P-D-G
210 G30 1.757.728 W-K-T-T-E-T-C-P-D-G-Q-N-L-C-Y
211 H1 1.850.790 T-C-P-D-G-Q-N-L-C-Y-K-R-W-H-M
212 H2 1.885.945 Q-N-L-C-Y-K-R-W-H-M-V-V-P-G-R
213 H3 1.959.030 K-R-W-H-M-V-V-P-G-R-Y-D-I-F-R
214 H4 1.623.808 V-V-P-G-R-Y-D-I-F-R-G-C-A-A-T
215 H5 1.628.722 Y-D-I-F-R-G-C-A-A-T-C-P-I-A-E
216 H6 1.486.607 G-C-A-A-T-C-P-I-A-E-N-H-D-S-V
217 H7 1.617.647 C-P-I-A-E-N-H-D-S-V-E-C-C-A-K
218 H8 1.664.587 N-H-D-S-V-E-C-C-A-K-D-N-C-N-N
219 H9 1.630.668 L-T-C-K-T-C-P-F-N-T-C-A-N-S-E
220 H10 1.513.553 C-P-F-N-T-C-A-N-S-E-T-C-P-A-G
221 H11 1.572.626 C-A-N-S-E-T-C-P-A-G-K-N-I-C-Y
222 H12 1.767.833 T-C-P-A-G-K-N-I-C-Y-Q-K-K-W-E
223 H13 1.946.931 K-N-I-C-Y-Q-K-K-W-E-E-H-R-G-E
224 H14 2.036.067 Q-K-K-W-E-E-H-R-G-E-R-I-E-R-R
225 H15 1.826.863 E-H-R-G-E-R-I-E-R-R-C-V-A-N-C
226 H16 1.700.882 R-I-E-R-R-C-V-A-N-C-P-K-L-G-S
227 H17 1.547.733 C-V-A-N-C-P-K-L-G-S-N-D-K-S-L
228 H18 1.688.870 P-K-L-G-S-N-D-K-S-L-L-C-C-R-R
229 H19 1.506.652 C-G-V-5-G-C-H-L-K-T-T-C-L-A-D
230 H20 1.773.778 C-H-L-K-T-T-C-L-A-D-E-K-F-C-Y
231 H21 1.884.854 T-C-L-A-D-E-K-F-C-Y-K-W-H-N-K
232 H22 2.012.034 E-K-F-C-Y-K-W-H-N-K-I-T-F-I-R
233 H23 1.810.930 K-W-H-N-K-I-T-F-I-R-T-H-G-C-A
234 H24 1.679.801 [-T-F-I-R-T-H-G-C-A-K-T-C-T-E
235 H25 1.666.660 T-H-G-C-A-K-T-C-T-E-E-N-S-W-T
236 H26 1.846.823 K-T-C-T-E-E-N-S-W-T-K-R-V-Y-C
237 H27 1.816.813 E-N-S-W-T-K-R-V-Y-C-C-T-T-N-L
238 H28 1.730.903 S-1-5-P-Q-A-L-N-L-N-Q-F-R-L-M
239 H29 1.777.922 A-L-N-L-N-Q-F-R-L-M-I-K-C-T-N
240 H30 1.894.907 Q-F-R-L-M-I-K-C-T-N-N-D-Q-V-W
241 11 1.782.777 I-K-C-T-N-N-D-Q-V-W-5-D-F-V-D
242 |2 1.812.665 N-D-Q-V-W-S-D-F-V-D-Y-G-C-Y-C SURINAMENSIS Pla2
243 |3 1.712.670 S-D-F-V-D-Y-G-C-Y-C-I-A-R-D-S
244 | 4 1.689.738 Y-G-C-Y-C-I-A-R-D-S-K-T-P-V-D
245 |5 1.702.820 [-A-R-D-S-K-T-P-V-D-D-L-D-R-C
246 | 6 1.718.797 K-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-A-Q-K
247 | 7 1.816.707 D-L-D-R-C-C-Q-A-Q-K-Q-C-Y-D-E




248 18 1.778.761 C-Q-A-Q-K-Q-C-Y-D-E-A-E-K-V-H
249 19 1.718.765 Q-C-Y-D-E-A-E-K-V-H-G-C-K-P-L
250 110 1.691.823 S-1-A-P-Q-P-L-N-L-Y-Q-F-G-N-M
251 111 1.757.783 P-L-N-L-Y-Q-F-G-N-M-I-N-C-T-M
252 112 1.596.645 Q-F-G-N-M-|-N-C-T-M-M-P-P-G-G
253 113 1.544.693 [-N-C-T-M-M-P-P-G-G-S-P-L-L-D
254 114 1.551.680 M-P-P-G-G-S-P-L-L-D-Y-A-D-Y-G
255 115 1.625.627 S-P-L-L-D-Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G-S
256 116 1.528.560 Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G-S-R-G-G-G-T
257 117 1.498.607 C-Y-C-G-S5-R-G-G-G-T-P-V-D-D-L
258 118 1.590.677 R-G-G-G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q
259 119 1.702.639 P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-A-H-D-N-C
260 120 1.753.650 D-R-C-C-Q-A-H-D-N-C-Y-N-E-A-|
261 121 1.729.719 A-H-D-N-C-Y-N-E-A-I-K-V-H-N-C
262 122 1.784.757 Y-N-E-A-I-K-V-H-N-C-C-P-Y-M-T
263 123 1.895.793 K-V-H-N-C-C-P-Y-M-T-F-Y-1-Y-D
264 124 1.760.714 C-P-Y-M-T-F-Y-I-Y-D-C-T-G-G-K
265 125 1.667.758 F-Y-1-Y-D-C-T-G-G-K-L-T-C-K-G
266 126 1.540.741 C-T-G-G-K-L-T-C-K-G-N-K-T-K-C
267 127 1.624.762 L-T-C-K-G-N-K-T-K-C-Q-E-A-V-C
268 128 1.709.754 N-K-T-K-C-Q-E-A-V-C-N-C-D-R-V
269 129 1.641.659 Q-E-A-V-C-N-C-D-R-V-A-A-N-C-F
270 130 1.584.670 N-C-D-R-V-A-A-N-C-F-A-A-A-P-Y
271 J1 1.672.731 A-A-N-C-F-A-A-A-P-Y-N-Q-R-N-Y
272 J2 1.638.848 M-I-Q-C-T-I-I-P-P-G-5-N-P-L-R
273 J3 1.689.825 I-I-P-P-G-S-N-P-L-R-D-Y-A-D-Y
274 14 1.695.655 S-N-P-L-R-D-Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G
275 J5 1.442.544 G-C-Y-C-G-R-G-G-5-G-T-P-V-D-D
276 J6 1.549.650 R-G-G-S-G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C
277 17 1.728.709 T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-V-H-D-N
278 J8 1.724.659 L-D-R-C-C-Q-V-H-D-N-C-Y-G-E-A
279 J9 1.698.731 Q-V-H-D-N-C-Y-G-E-A-A-K-V-H-E
280 J10 1.717.785 C-Y-G-E-A-A-K-V-H-E-C-W-P-L-L
281 J11 1.821.901 A-K-V-H-E-C-W-P-L-L-T-L-Y-S-Y
282 J12 1.861.827 C-W-P-L-L-T-L-Y-S-Y-E-C-S-E-R
283 J13 1.822.848 T-L-Y-S-Y-E-C-S-E-R-K-L-T-C-K
284 114 1.767.813 E-C-S-E-R-K-L-T-C-K-D-N-N-T-K
285 J15 1.755.854 K-L-T-C-K-D-N-N-T-K-C-K-D-F-V
286 J16 1.744.747 D-N-N-T-K-C-K-D-F-V-C-K-C-D-L
287 J17 1.660.661 C-K-D-F-V-C-K-C-D-L-E-A-A-N-C
288 J18 1.582.683 C-K-C-D-L-E-A-A-N-C-F-A-K-A-P
289 J19 1.550.820 M-N-P-A-H-L-L-V-L-A-A-V-C-I-S
290 J20 1.469.878 L-L-V-L-A-A-V-C-I-S-L-L-G-V-S
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291 J21 1.496.816 A-V-C-|-S-L-L-G-V-S-T-I-P-P-Q
292 122 1.594.922 L-L-G-V-S-T-I-P-P-Q-P-L-T-I-F
293 J23 1.732.875 T-1-P-P-Q-P-L-T-I-F-Q-F-5-N-M
294 124 1.754.862 P-L-T-I-F-Q-F-S-N-M-I-Q-C-T-|
295 125 1.634.769 Q-F-S-N-M-I-Q-C-T-I-I-P-P-G-S
296 126 1.600.842 I-Q-C-T-I-I-P-P-G-S-I-P-L-Y-S
297 127 1.640.798 |-P-P-G-S-I-P-L-Y-S-Y-T-N-Y-G
298 128 1.771.759 [-P-L-Y-S-Y-T-N-Y-G-C-Y-C-G-R
299 J29 1.557.587 Y-T-N-Y-G-C-Y-C-G-R-G-G-S-G-T
300 J30 1.512.623 C-Y-C-G-R-G-G-S-G-T-P-V-D-E-L
301 K1 1.535.623 G-G-S-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C-C-Q
302 K2 1.744.686 P-V-D-E-L-D-R-C-C-Q-V-H-D-N-C
303 K3 1.740.618 D-R-C-C-Q-V-H-D-N-C-Y-G-E-A-E
304 K4 1.680.640 V-H-D-N-C-Y-G-E-A-E-T-V-Q-N-C
305 K5 1.737.792 Y-G-E-A-E-T-V-Q-N-C-W-P-K-L-T
306 K6 1.829.855 T-V-Q-N-C-W-P-K-L-T-L-Y-S-Y-D
307 K7 1.801.896 W-P-K-L-T-L-Y-S-Y-D-C-T-K-G-K
308 K8 1.651.748 L-Y-S-Y-D-C-T-K-G-K-L-T-C-T-G
309 K9 1.571.700 C-T-K-G-K-L-T-C-T-G-D-N-T-K-C
310 K10 1.646.699 L-T-C-T-G-D-N-T-K-C-K-D-F-V-C
311 K11 1.758.738 D-N-T-K-C-K-D-F-V-C-N-C-D-R-V
312 K12 1.703.711 K-D-F-V-C-N-C-D-R-V-A-A-N-C-F
313 K13 1.641.728 N-C-D-R-V-A-A-N-C-F-A-K-A-P-Y
314 K14 1.701.819 A-A-N-C-F-A-K-A-P-Y-N-K-K-N-Y
315 K15 1.748.874 A-K-A-P-Y-N-K-K-N-Y-N-|-D-P-N
316 K16 1.765.955 S-1-A-P-Q-P-L-T-I-H-Q-F-R-K-M
317 K17 1.829.917 P-L-T-1-H-Q-F-R-K-M-I-E-C-T-N
318 K18 1.922.913 Q-F-R-K-M-I-E-C-T-N-N-T-R-P-W
319 K19 1.865.804 [-E-C-T-N-N-T-R-P-W-W-N-F-A-D
320 K20 1.894.744 N-T-R-P-W-W-N-F-A-D-Y-G-C-Y-C
321 K21 1.718.602 W-N-F-A-D-Y-G-C-Y-C-S-Y-G-G-N
322 K22 1.558.559 Y-G-C-Y-C-S-Y-G-G-N-S-T-A-V-D
323 K23 1.584.673 S-Y-G-G-N-S-T-A-V-D-Q-L-D-R-C
324 K24 1.738.729 S-T-A-V-D-Q-L-D-R-C-C-Q-T-H-Y
325 K25 1.860.723 Q-L-D-R-C-C-Q-T-H-Y-N-C-Y-S-Q
326 K26 1.770.698 C-Q-T-H-Y-N-C-Y-S-Q-A-K-D-N-P
327 K27 1.650.738 N-C-Y-S5-Q-A-K-D-N-P-A-C-K-P-I|
328 K28 1.646.811 L-V-C-Y-T-N-V-L-E-P-P-G-T-L-E
329 K29 1.598.702 N-V-L-E-P-P-G-T-L-E-T-C-P-D-D
330 K30 1.624.700 P-G-T-L-E-T-C-P-D-D-F-T-C-V-K CORALLINUS 3FTX
331 L1 1.684.711 T-C-P-D-D-F-T-C-V-K-K-W-E-G-G
332 L2 1.722.888 F-T-C-V-K-K-W-E-G-G-G-R-R-V-T
333 L3 1.762.821 K-W-E-G-G-G-R-R-V-T-Q-Y-C-S-H




334 L4 1.660.782 G-R-R-V-T-Q-Y-C-S-H-A-C-A-I-P
335 L5 1.688.685 Q-Y-C-S-H-A-C-A-I-P-A-S-Y-E-F
336 L6 1.640.667 A-C-A-1-P-A-S-Y-E-F-V-H-C-C-Q
337 L7 1.746.669 A-S-Y-E-F-V-H-C-C-Q-T-D-K-C-N
338 L8 1.748.888 L-F-C-D-N-S5-N-V-P-S-I-R-T-R-K
339 L9 1.770.989 S-N-V-P-5-I-R-T-R-K-R-C-L-K-N
340 L10 1.922.071 I-R-T-R-K-R-C-L-K-N-Q-K-L-C-Y
341 L11 1.921.962 R-C-L-K-N-Q-K-L-C-Y-K-M-T-F-F
342 L12 1.766.841 Q-K-L-C-Y-K-M-T-F-F-T-P-G-F-G
343 L13 1.787.896 K-M-T-F-F-T-P-G-F-G-W-T-Q-I-K
344 L14 1.699.851 T-P-G-F-G-W-T-Q-I-K-G-C-I-H-R
345 L15 1.757.823 W-T-Q-I-K-G-C-I-H-R-C-P-E-S-T
346 L16 1.732.755 G-C-I-H-R-C-P-E-S-T-P-N-E-K-Y
347 L17 1.688.637 C-P-E-S-T-P-N-E-K-Y-Q-C-C-S-T
348 L18 1.772.786 L-1-C-Y-N-T-M-M-Q-K-V-T-C-P-E
349 L19 1.697.750 T-M-M-Q-K-V-T-C-P-E-G-K-D-K-C
350 L20 1.668.774 V-T-C-P-E-G-K-D-K-C-E-K-Y-A-V
351 L21 1.679.838 G-K-D-K-C-E-K-Y-A-V-P-V-M-R-G
352 L22 1.820.917 E-K-Y-A-V-P-V-M-R-G-K-F-Y-F-S
353 L23 1.812.822 P-V-M-R-G-K-F-Y-F-S-Y-Q-C-T-S
354 L24 1.826.765 K-F-Y-F-S-Y-Q-C-T-S-K-C-H-E-G
355 L25 1.705.642 Y-Q-C-T-5-K-C-H-E-G-A-Y-D-V-C
356 L26 1.642.632 K-C-H-E-G-A-Y-D-V-C-C-S-T-D-L
357 L27 1.607.616 A-Y-D-V-C-C-S-T-D-L-C-N-K-S-S
358 L28 1.734.811 L-Q-C-Y-V-G-R-D-G-F-K-F-V-T-C
359 L29 1.654.730 G-R-D-G-F-K-F-V-T-C-P-E-G-E-N
360 L30 1.727.717 K-F-V-T-C-P-E-G-E-N-H-C-Y-T-T
361 M1 1.661.736 P-E-G-E-N-H-C-Y-T-T-A-I-T-A-R
362 M 2 1.708.850 H-C-Y-T-T-A-I-T-A-R-P-T-Y-V-|
363 M 3 1.631.907 A-I-T-A-R-P-T-Y-V-I-V-R-G-C-|
364 M 4 1.669.785 P-T-Y-V-I-V-R-G-C-I-S-5-C-S5-W
365 M 5 1.766.783 V-R-G-C-I-S-5-C-S-W-Y-Y-|-K-C
366 M 6 1.786.725 S-S-C-S-W-Y-Y-I-K-C-C-T-T-D-K
367 M 7 1.731.844 R-K-C-R-I-G-K-D-G-F-Y-S-V-T-C
368 M 8 1.676.724 G-K-D-G-F-Y-S-V-T-C-T-E-K-E-N
369 M9 1.767.741 Y-S-V-T-C-T-E-K-E-N-L-C-F-T-M
370 M10 1.762.791 T-E-K-E-N-L-C-F-T-M-F-S-A-R-S
371 M11 1.713.847 L-C-F-T-M-F-S-A-R-S-P-T-Q-I-I
372 M12 1.634.809 F-S-A-R-S-P-T-Q-I-I-E-R-G-C-A
373 M13 1.537.675 P-T-Q-I-1-E-R-G-C-A-5-5-C-S-S
374 M14 1.666.657 E-R-G-C-A-S-5-C-5-S-R-Y-M-K-C
375 M15 1.643.594 S-5-C-5-S-R-Y-M-K-C-C-S-T-D-S
376 M16 1.637.834 T-K-C-L-T-K-F-S-P-G-L-Q-T-S-Q
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377 M17 1.520.718 K-F-S-P-G-L-Q-T-S-Q-T-C-P-A-G
378 M18 1.623.764 L-Q-T-5-Q-T-C-P-A-G-Q-K-I-C-F
379 M19 1.764.942 T-C-P-A-G-Q-K-I-C-F-K-K-W-K-K
380 M20 1.836.033 Q-K-1-C-F-K-K-W-K-K-G-E-K-V-S
381 M21 1.702.955 K-K-W-K-K-G-E-K-V-5-R-G-C-A-V
382 M22 1.530.754 G-E-K-V-5-R-G-C-A-V-T-C-P-K-P
383 M23 1.631.801 R-G-C-A-V-T-C-P-K-P-K-K-D-E-T
384 M24 1.693.773 T-C-P-K-P-K-K-D-E-T-I-Q-C-C-T
385 M25 1.740.748 K-K-D-E-T-I-Q-C-C-T-K-N-N-C-N
386 M26 1.708.809 I-V-C-Y-K-R-H-A-S-D-S-Q-T-T-T
387 M27 1.575.720 R-H-A-S$-D-S-Q-T-T-T-C-L-S-G-|
388 M28 1.644.810 S-Q-T-T-T-C-L-5-G-I-C-Y-K-K-I
389 M29 1.614.811 C-L-5-G-I-C-Y-K-K-I-T-R-G-S-S
390 M30 1.711.839 C-Y-K-K-I-T-R-G-5-S-R-P-E-M-G
391 N1 1.564.643 T-R-G-5-5-R-P-E-M-G-C-G-C-P-Q
392 N 2 1.562.664 R-P-E-M-G-C-G-C-P-Q-S-S-R-G-V
393 N 3 1.540.614 C-G-C-P-Q-5-S-R-G-V-K-V-D-C-C
394 N4 1.685.736 S-5-R-G-V-K-V-D-C-C-M-R-D-K-C
395 N 5 1.742.757 L-E-C-K-I-C-N-F-K-T-C-P-T-D-E
396 N 6 1.736.732 C-N-F-K-T-C-P-T-D-E-L-R-H-C-A
397 N7 1.630.697 C-P-T-D-E-L-R-H-C-A-S-G-E-T-|
398 N 8 1.727.801 L-R-H-C-A-S5-G-E-T-I-C-Y-K-T-F
399 N9 1.841.841 S-G-E-T-I-C-Y-K-T-F-W-N-T-H-R
400 N10 1.908.931 C-Y-K-T-F-W-N-T-H-R-G-L-R-I-D
401 N11 1.724.853 W-N-T-H-R-G-L-R-I-D-R-G-C-A-A
402 N12 1.531.749 G-L-R-I-D-R-G-C-A-A-T-C-P-T-V
403 N13 1.472.712 R-G-C-A-A-T-C-P-T-V-K-P-G-V-N
404 N14 1.574.787 T-C-P-T-V-K-P-G-V-N-I-I-C-C-K
405 N15 1.620.731 K-P-G-V-N-I-I-C-C-K-T-D-N-C-N
406 N16 1.591.679 D-S-R-G-S-G-T-P-V-D-D-L-D-R-C
407 N17 1.643.656 G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-A-H-D CORALLINUS Pla2
408 N18 1.797.639 D-L-D-R-C-C-Q-A-H-D-N-C-Y-N-E
409 N19 1.743.735 C-Q-A-H-D-N-C-Y-N-E-A-I-K-V-H
410 N20 1.769.721 N-C-Y-N-E-A-1-K-V-H-N-C-C-P-Y
411 N21 1.801.824 A-I-K-V-H-N-C-C-P-Y-M-T-F-Y-I|
412 N22 1.792.649 N-C-C-P-Y-M-T-F-Y-I-Y-D-C-T-G
413 N23 1.714.729 M-T-F-Y-1-Y-D-C-T-G-G-K-L-T-C
414 N24 1.587.727 Y-D-C-T-G-G-K-L-T-C-K-G-N-K-T
415 N25 1.607.801 G-K-L-T-C-K-G-N-K-T-K-C-Q-E-A
416 N26 1.639.701 K-G-N-K-T-K-C-Q-E-A-V-C-N-C-D
417 N27 1.622.685 K-C-Q-E-A-V-C-N-C-D-R-V-A-A-N
418 N28 1.526.632 V-C-N-C-D-R-V-A-A-N-C-F-A-A-A
419 N29 1.650.794 R-V-A-A-N-C-F-A-A-A-P-Y-N-Q-R




420 N30 1.704.739 C-F-A-A-A-P-Y-N-Q-R-N-Y-K-G-C
421 01 1.755.767 T-K-R-S5-V-L-A-F-M-D-Y-G-C-Y-C
422 02 1.529.551 L-A-F-M-D-Y-G-C-Y-C-G-5-G-G-S
423 03 1.421.512 Y-G-C-Y-C-G-5-G-G-5-G-T-P-V-D
424 04 1.434.593 G-S5-G-G-S-G-T-P-V-D-D-L-D-R-C
425 05 1.671.723 G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-K-V-H-D
426 06 1.769.670 D-L-D-R-C-C-K-V-H-D-D-C-Y-G-E
427 07 1.747.682 C-K-V-H-D-D-C-Y-G-E-A-E-K-D-H
428 08 1.736.681 D-C-Y-G-E-A-E-K-D-H-G-C-W-P-K
429 09 1.819.824 A-E-K-D-H-G-C-W-P-K-W-T-L-Y-S
430 010 1.884.774 G-C-W-P-K-W-T-L-Y-S-Y-Y-C-S-E
431 011 1.815.737 W-T-L-Y-5-Y-Y-C-S-E-G-Q-L-T-C
432 012 1.738.670 Y-Y-C-S-E-G-Q-L-T-C-K-D-N-D-T
433 013 1.714.754 G-Q-L-T-C-K-D-N-D-T-K-C-K-D-F
434 014 1.746.690 K-D-N-D-T-K-C-K-D-F-V-C-N-C-D
435 015 1.685.758 K-C-K-D-F-V-C-N-C-D-R-T-A-A-L
436 016 1.584.710 V-C-N-C-D-R-T-A-A-L-C-F-A-K-A
437 017 1.666.850 R-T-A-A-L-C-F-A-K-A-P-Y-N-N-K
438 018 1.773.803 C-F-A-K-A-P-Y-N-N-K-N-Y-N-I-D
439 019 1.865.873 P-Y-N-N-K-N-Y-N-I-D-P-K-R-C-Q
440 020 1.780.966 S-V-P-P-R-P-L-N-L-I-N-F-Q-R-M
441 021 1.790.906 P-L-N-L-I-N-F-Q-R-M-I-Q-C-T-T
442 022 1.896.909 N-F-Q-R-M-1-Q-C-T-T-R-R-S-A-W
443 023 1.860.847 I-Q-C-T-T-R-R-S-A-W-D-F-T-N-Y
444 024 1.797.724 R-R-S-A-W-D-F-T-N-Y-G-C-Y-C-G
445 025 1.470.507 D-F-T-N-Y-G-C-Y-C-G-A-G-G-5-G
446 026 1.371.496 G-C-Y-C-G-A-G-G-S-G-T-P-V-D-E
447 027 1.478.602 A-G-G-5-G-T-P-V-D-E-L-D-R-C-C
448 028 1.707.837 A-E-K-V-H-G-C-K-P-L-V-M-F-Y-S
449 029 1.841.819 G-C-K-P-L-V-M-F-Y-S-F-E-C-R-Y
450 030 1.842.821 V-M-F-Y-S-F-E-C-R-Y-L-A-S-D-L
451 P1 1.691.681 F-E-C-R-Y-L-A-S-D-L-D-C-S-G-N
452 P2 1.595.692 L-A-S-D-L-D-C-S-G-N-N-T-K-C-R
453 P3 1.673.660 D-C-S5-G-N-N-T-K-C-R-N-F-V-C-N
454 P4 1.743.749 N-T-K-C-R-N-F-V-C-N-C-D-R-T-A
455 P5 1.684.762 N-F-V-C-N-C-D-R-T-A-T-L-C-I-L
456 P6 1.627.759 C-D-R-T-A-T-L-C-I-L-A-A-T-Y-N
457 P7 1.730.878 T-L-C-I-L-A-A-T-Y-N-R-N-N-H-K
458 P8 1.755.865 A-A-T-Y-N-R-N-N-H-K-I-D-P-S-R
459 P9 1.745.613 W-N-F-A-D-Y-G-C-Y-C-N-Y-G-G-N
460 P10 1.585.570 Y-G-C-Y-C-N-Y-G-G-N-S-T-A-V-D
461 P11 1.611.684 N-Y-G-G-N-S-T-A-V-D-Q-L-D-R-C
462 P12 1.703.787 A-K-D-N-P-A-C-K-P-I-W-D-S-P-Y
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463 P13 1.742.823 A-C-K-P-I-W-D-5-P-Y-V-K-5-Y-S
464 P14 1.741.718 W-D-S-P-Y-V-K-5-Y-S-Y-T-C-S-G
465 P15 1.581.669 V-K-5-Y-S5-Y-T-C-S-G-G-N-L-T-C
466 P16 1.546.592 Y-T-C-5-G-G-N-L-T-C-K-G-D-N-D
467 P17 1.542.597 G-N-L-T-C-K-G-D-N-D-E-C-G-A-F
468 P18 1.588.548 K-G-D-N-D-E-C-G-A-F-V-C-N-C-D
469 P19 1.557.626 E-C-G-A-F-V-C-N-C-D-R-S-A-A-I
470 P20 1.499.621 V-C-N-C-D-R-S5-A-A-I-C-F-A-G-A
471 P21 1.596.724 R-S-A-A-I-C-F-A-G-A-P-Y-N-E-Q
472 P22 1.625.703 C-F-A-G-A-P-Y-N-E-Q-N-K-G-L-D
473 P23 1.647.723 G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q-A-Q-K
474 P24 1.729.831 R-1-C-D-D-S-N-I-P-S-E-R-T-P-K
475 P25 1.628.794 S-N-I-P-S-E-R-T-P-K-R-C-Q-G-G
476 P26 1.786.813 E-R-T-P-K-R-C-Q-G-G-Y-N-I-C-Y
477 P27 1.774.817 R-C-Q-G-G-Y-N-I-C-Y-K-I-N-F-P
478 P28 1.820.833 Y-N-I-C-Y-K-I-N-F-P-T-P-G-Y-E
479 P29 1.759.976 K-I-N-F-P-T-P-G-Y-E-L-L-Q-I-K
480 P30 1.618.839 T-P-G-Y-E-L-L-Q-I-K-G-C-A-A-R
481 Q1 1.583.817 L-L-Q-1-K-G-C-A-A-R-C-P-T-N-P
482 Q2 1.587.765 G-C-A-A-R-C-P-T-N-P-R-F-P-K-A
483 Q3 1.636.705 C-P-T-N-P-R-F-P-K-A-E-C-C-A-T
484 Q4 1.639.795 L-1-C-Y-V-T-R-D-G-K-T-A-T-C-P
485 Q5 1.561.723 T-R-D-G-K-T-A-T-C-P-P-G-Q-K-C
486 Q6 1.594.737 T-A-T-C-P-P-G-Q-K-C-E-K-Y-A-V
487 Q7 1.604.751 P-G-Q-K-C-E-K-Y-A-V-S5-A-S-H-T
488 Qs 1.755.801 E-K-Y-A-V-S-A-S-H-T-G-H-W-F-H
489 Q9 1.848.790 S-A-5-H-T-G-H-W-F-H-R-W-H-C-T ALTIROSTRIS 3FTx
490 Q10 1.922.773 G-H-W-F-H-R-W-H-C-T-5-T-C-H-E
491 Ql1l 1.788.735 R-W-H-C-T-S-T-C-H-E-G-P-Y-N-V
492 Ql2 1.614.564 S-T-C-H-E-G-P-Y-N-V-C-C-S-T-D
493 Q13 1.676.750 L-I-C-Y-V-S-E-Y-G-A-K-M-T-C-P
494 Ql4 1.613.732 S-E-Y-G-A-K-M-T-C-P-E-G-K-T-L
495 Q15 1.700.783 K-M-T-C-P-E-G-K-T-L-C-E-K-Y-A
496 Ql6 1.708.842 E-G-K-T-L-C-E-K-Y-A-V-P-L-M-Q
497 Ql7 1.831.832 C-E-K-Y-A-V-P-L-M-Q-G-H-F-Y-F
498 Q18 1.854.859 V-P-L-M-Q-G-H-F-Y-F-A-W-R-C-T
499 Q19 1.776.775 G-H-F-Y-F-A-W-R-C-T-S-T-C-K-A
500 Q20 1.643.744 A-W-R-C-T-5-T-C-K-A-G-A-Y-N-|
501 Q21 1.535.594 S-T-C-K-A-G-A-Y-N-1-C-C-S-T-D
502 Q22 1.616.689 G-A-Y-N-|-C-C-S-T-D-L-C-N-K-I
503 Q23 1.783.973 L-K-C-Y-V-G-R-K-P-Y-K-L-I-T-C
504 Q24 1.675.897 G-R-K-P-Y-K-L-I-T-C-P-E-G-S-K
505 Q25 1.576.821 K-L-I-T-C-P-E-G-S-K-K-C-A-T-V




506 Q26 1.582.839 P-E-G-S-K-K-C-A-T-V-P-L-P-T-R
507 Q27 1.651.937 K-C-A-T-V-P-L-P-T-R-P-L-P-I-F
508 Q28 1.687.901 P-L-P-T-R-P-L-P-I-F-S-K-G-C-Y
509 Q29 1.598.736 P-L-P-1-F-S-K-G-C-Y-T-S-C-P-S
510 Q30 1.652.689 S-K-G-C-Y-T-S-C-P-S-Q-Y-V-K-C
511 R1 1.633.668 T-5-C-P-5-Q-Y-V-K-C-C-S-T-D-L
512 R2 1.616.652 Q-Y-V-K-C-C-S-T-D-L-C-N-G-S-P
513 R3 1.681.806 V-T-C-H-K-T-D-V-F-T-K-T-C-I-S
514 R4 1.718.778 T-D-V-F-T-K-T-C-I-S-P-I-C-Y-E
515 R5 1.655.815 K-T-C-1-S-P-I-C-Y-E-K-I-T-S-A
516 R6 1.781.928 P-1-C-Y-E-K-I-T-S-A-F-I-I-E-R
517 R7 1.593.790 K-I-T-S-A-F-I-I-E-R-G-C-G-C-P
518 R8 1.694.812 F-I-1-E-R-G-C-G-C-P-E-T-S-R-K
519 R9 1.621.774 G-C-G-C-P-E-T-S-R-K-V-K-V-R-C
520 R10 1.782.879 E-T-S-R-K-V-K-V-R-C-C-M-T-D-K
521 R11 1.748.772 L-1-C-Y-N-D-F-S-H-T-A-H-T-V-E
522 R12 1.695.731 D-F-S-H-T-A-H-T-V-E-H-C-Q-K-G
523 R13 1.689.749 A-H-T-V-E-H-C-Q-K-G-I-T-T-C-Y
524 R14 1.854.858 H-C-Q-K-G-I-T-T-C-Y-M-K-T-W-R
525 R15 1.923.934 I-T-T-C-Y-M-K-T-W-R-V-H-R-E-T
526 R16 1.896.999 M-K-T-W-R-V-H-R-E-T-V-I-E-R-G
527 R17 1.668.771 V-H-R-E-T-V-I-E-R-G-C-G-C-P-N
528 R18 1.526.759 V-I-E-R-G-C-G-C-P-N-V-K-P-G-V
529 R19 1.547.733 C-G-C-P-N-V-K-P-G-V-K-L-K-C-C
530 R20 1.676.878 V-K-P-G-V-K-L-K-C-C-K-T-D-R-C
531 R21 1.945.917 K-T-C-Y-K-Y-Y-S-S-F-W-K-I-T-E
532 R22 1.795.765 Y-Y-S-S-F-W-K-I-T-E-T-C-P-D-G
533 R23 1.769.764 W-K-I-T-E-T-C-P-D-G-Q-N-L-C-Y
534 R24 1.871.929 Q-N-L-C-Y-K-R-W-H-M-L-A-P-G-R
535 R25 1.911.030 K-R-W-H-M-L-A-P-G-R-Y-D-I-L-R
536 R26 1.575.808 L-A-P-G-R-Y-D-I-L-R-G-C-A-A-T
537 R27 1.593.753 Y-D-I-L-R-G-C-A-A-T-C-P-I-A-Q
538 R28 1.499.639 G-C-A-A-T-C-P-I-A-Q-N-H-D-5-I
539 R29 1.630.679 C-P-I-A-Q-N-H-D-5-1-E-C-C-A-K
540 R30 1.695.600 N-H-D-S-I-E-C-C-A-K-D-N-C-N-M
541 S1 1.742.702 L-L-C-Y-T-H-M-S-N-S-D-E-T-T-E
542 S2 1.654.555 H-M-S-N-S-D-E-T-T-E-C-C-Q-N-G
543 S3 1.697.557 D-E-T-T-E-C-C-Q-N-G-M-T-T-C-Y
544 S4 1.750.682 C-C-Q-N-G-M-T-T-C-Y-N-K-I-W-S
545 S5 1.821.807 M-T-T-C-Y-N-K-I-W-S-D-F-R-G-T
546 S6 1.776.916 N-K-I-W-S-D-F-R-G-T-V-I-E-R-G
547 S7 1.636.770 D-F-R-G-T-V-I-E-R-G-C-G-C-P-K
548 S8 1.708.828 V-I-E-R-G-C-G-C-P-K-T-E-Y-R-V
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549 S9 1.702.755 C-G-C-P-K-T-E-Y-R-V-K-I-T-C-C
550 S10 1.789.805 T-E-Y-R-V-K-I-T-C-C-Q-T-D-K-C
551 S11 1.668.750 M-Q-C-Y-K-C-G-V-5-G-C-H-L-K-I
552 S12 1.550.642 C-G-V-5-G-C-H-L-K-I-T-C-S-E-D
553 S13 1.817.768 C-H-L-K-I-T-C-S-E-D-E-K-F-C-Y
554 S14 1.912.834 T-C-S-E-D-E-K-F-C-Y-K-R-Y-N-K
555 S15 1.994.045 E-K-F-C-Y-K-R-Y-N-K-I-S-F-I-R
556 S16 1.818.945 K-R-Y-N-K-I-S-F-I-R-T-Y-G-C-A
557 S17 1.691.790 [-S-F-I-R-T-Y-G-C-A-K-T-C-T-E
558 S18 1.719.676 T-Y-G-C-A-K-T-C-T-E-E-N-N-W-T
559 S19 1.747.707 K-T-C-T-E-E-N-N-W-T-A-S-V-Y-C
560 S20 1.717.697 E-N-N-W-T-A-S-V-Y-C-C-T-T-N-L
561 S21 1.429.480 Y-A-D-Y-G-C-Y-C-G-S5-G-G-G-G-T
562 S22 1.399.527 C-Y-C-G-5-G-G-G-G-T-P-V-D-D-L
563 S23 1.491.597 G-G-G-G-T-P-V-D-D-L-D-R-C-C-Q
564 S24 1.712.587 D-R-C-C-Q-A-H-D-N-C-Y-G-E-A-E
565 S25 1.675.661 A-H-D-N-C-Y-G-E-A-E-T-V-H-K-C
566 S26 1.780.777 Y-G-E-A-E-T-V-H-K-C-N-P-F-W-T
567 S27 1.920.839 T-V-H-K-C-N-P-F-W-T-F-Y-S-Y-E
568 S28 1.856.724 N-P-F-W-T-F-Y-S-Y-E-C-S-E-G-Q ALTIROSTRIS PLa2
569 S29 1.799.702 F-Y-S-Y-E-C-S-E-G-Q-L-T-C-R-D
570 S30 1.657.602 C-S-E-G-Q-L-T-C-R-D-N-D-T-N-C
571 T1 1.759.722 L-T-C-R-D-N-D-T-N-C-K-E-F-V-C
572 T2 1.745.658 N-D-T-N-C-K-E-F-V-C-N-C-D-L-E
573 T3 1.704.684 K-E-F-V-C-N-C-D-L-E-A-A-N-C-F
574 T4 1.628.685 N-C-D-L-E-A-A-N-C-F-A-K-A-P-Y
575 T5 1.702.755 A-A-N-C-F-A-K-A-P-Y-I-E-E-N-Y
576 T6 1.764.857 A-K-A-P-Y-I-E-E-N-Y-N-I-N-L-N
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