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RESUMO

O Loxoscelismo é um sério problema de salde publica na América do Sul. No Brasil trés
espécies sdo responsaveis pelos maiores nimeros de casos notificados: Loxoceles intermedia,
Loxosceles laeta e Loxoscele gaucho. O tratamento para esses acidentes se baseia na
administracdo de antivenenos produzidos em animais de grande porte através da imunizacao
com o veneno bruto de Loxosceles. Entretanto, existem alguns problemas relacionados a
producéo de antivenenos como o alto nimero de animais utilizados e a toxicidade que o veneno
causa aos animais produtores. Neste contexto, uma alternativa para melhorar a producéo dos
antivenenos é o desenvolvimento de anticorpos monoclonais que sejam capazes de neutralizar
os efeitos toxicos dos componentes dos venenos dessas aranhas. Nesse trabalho, uma proteina
quimérica multiepitdpica (rMEPLoX), previamente produzida por nosso grupo, composta por
epitopos derivados das principais familias de toxinas do veneno de Loxosceles (fosfolipase,
metaloprotease e hialuronidase), foi utilizada como antigeno para produzir anticorpos
monoclonais (mADbs). O anticorpo monoclonal anti-rMEPLox selecionado (Lox-mAb3)
reconhece metaloproteases do veneno de L. intermedia, as quais possuem cerca de 20 kDa, e
apresentam reatividade cruzada com metaloproteases dos venenos de outras espécies de
Loxosceles, L. laeta brasileira e peruana e L. gaucho através de imunoensaios. A sequécia
reconhecida por Lox-mAb3 (1ssENNTRTIGPFDYDSIMLY GAY 205) corresponde a regido C-
terminal da metaloprotease do tipo Astacina 1 e a sequéncia de aminoacidos IGPFDYDSI,
conservada entre as sequéncias homologas de metaloproteases, € importante no reconhecimento
do anticorpo. Lox-mAb3 neutraliza, in vitro, a atividade fibrinogenolitica das metaloproteases
do veneno de L. intermedia, o que poderia reduzir os distirbios hemorragicos causados pelo
envenenamento por Loxosceles. Outros mAbs foram produzidos utilizando rMEPLox como
antigeno, porém suas capacidades de reconhecimento se limitam apenas a proteina
multiepitopica, ndo reconhecendo o veneno de Loxosceles. Nossos resultados demonstram, pela
primeira vez, o uso de uma proteina multiepitopica ndo téxica na producdo de anticorpos
monoclonais neutralizantes contra metaloproteases de veneno loxoscélico de importancia
médica, podendo contribuir no melhoramento da producédo de antivenenos terapéuticos contra

o loxoscelismo.

Palavras-chave: Veneno da aranha Loxosceles; Metaloprotease; Anticorpo monoclonal;

Proteina recombinante multiepitopica.



ABSTRACT

Loxoscelism is a serious health issue in the South America. In Brazil three species are involved
in the highest notified cases: Loxoceles intermedia, Loxosceles laeta and Loxosceles gaucho.
The treatment for these accidents is based on the administration of antivenom produced in
animals immunized with Loxosceles crude venom. However, there are some issues related to
antivenom production, such as the high number of animals used and the toxicity that the crude
venom can cause to producer animals. An aternative approach to improve antivenom production
is monoclonal antibodies development (mAbs) against spider venoms components, able to
neutralize its toxic effects. In this work, a previously produced non-toxic multiepitopic chimeric
protein (rMEPLox), composed of epitopes derived from the main toxin families
(sphyngomielinase-D, metalloproteases, and hyaluronidases) of Loxosceles spider venoms, was
used as antigen to produce monoclonal antibodies. A selected anti-rMEPLox mAb (Lox-mAb3)
reacted with 20 kDa metalloprotease from L. intermedia venom and showed cross-reactivity
with metalloproteases from Brazilian and Peruvian Loxosceles laeta and Loxosceles gaucho
venoms in immunoassays. The  sequence recognized by Lox-mAb3
(1s4ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY 205) corresponds to the C-terminal region of Astacin-like
metalloprotease 1 and the amino acid sequence IGPFDYDSI, conserved among the homologs
metalloproteases sequences, is important for antibody recognition. Lox-mAb3 neutralizes the
fibrinogenolytic activity caused by metalloprotease from L. intermedia spider venom in vitro,
which may lead to a decrease in hemorrhagic disturbances caused by Loxosceles envenomation.
Other mAbs were produced using rMEPLox as antigen, however, although they recognize
rMEPLox they did not recognize Loxosceles venom. Our results show, for the first time, the
use of a non-toxic multiepitopic protein for the production of neutralizing monoclonal antibody
against a metalloprotease of the medically important Loxosceles venoms. These results

contribute for the improvement of therapeutic antivenom production against loxoscelism.

Keywords: Loxosceles spider venoms; Metalloprotease; Monoclonal antibodies;

Multiepitopic recombinant protein.
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1. INTRODUCAO
1.1 ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS

Acidentes por animais peconhentos sdo um sério problema de salde publica no mundo.
No Brasil, o nimero de notificacbes aumentou significativamente nos Gltimos dez anos, e por
essa razdo, esses acidentes entraram na lista nacional de doengas de notificagdo compulsoria.
Dentre os animais envolvidos, o maior numero de notificacbes refere-se aos acidentes
envolvendo escorpides, aranhas e serpentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). As aranhas
representam a segunda maior causa de acidentes notificados, com cerca de 38 mil
envenenamentos. Dentre esses envenenamentos, cerca 14 mil casos sdo associados a acidentes
com aranhas dos géneros Loxosceles (aranha marrom), Phoneutria (armadeira) e Latrodectus
(viava negra), sendo, por esta raz&o, considerados os trés géneros de maior importancia médica
no pais (Figura 1). De acordo com o Ministério da Salde, aproximadamente 8.000 casos
reportados por ano s&o identificados como acidentes causados por Loxosceles (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020). Em 2019, foram computados 8.391 acidentes envolvendo esta aranha
(Figura 1), sendo que 13 destes casos resultaram em obito (SINAN, 2021).

Poucos paises possuem sistemas que coletem, computem e quantifiquem os acidentes
ocorridos com animais peconhentos, e, portanto, acredita-se que 0 nimero de casos ao redor do
mundo seja subestimado (LOPES et al., 2020). Mesmo no Brasil, onde existe um sistema de
coleta de dados eficiente, este nUmero tende a ndo corresponder com a realidade, principalmente
porque o género e a espécie envolvida nos acidentes ndo sao identificados, ainda ha falta de
informac&o nos centros de salde e a correta a identificacdo da causa do acidente ndo ocorre.
Muitas vezes o acidente loxoscélico é confundico com outras doencas, levando a néo

computacdo desses casos pelo Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN).
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Figura 1: Araneismo no Brasil. Ndmero de casos de acidentes com aranhas dos géneros Loxosceles, Phoneutria
e Latrodectus notificados no Brasil entre os anos de 2009 a 2019. Adaptado. Ministério da Salde/SVS - Sistema
de Informacédo de Agravos de Notificagdo - SINAN Net.

Diferentes especies de Loxosceles ja foram reportadas nas America do Sul, Norte e
Central, bem como na Europa, Africa, Oceania e Asia sendo predominantemente localizadas
em regides tropicais e temperadas. Por estarem extensivamente distribuidas em varios
continentes, essas aranhas sdo responsaveis por casos de envenenamento em todo o mundo.
Apesar da distribuicdo global dessas espécies, casos de envenenamento envolvendo Loxosceles
sdo mais comumente reportados nas Américas (BUCH et al., 2015; OLIVEIRAMENDES et
al., 2020).

Na America do Norte, Loxosceles reclusa e Loxosceles deserta sdo as especies
endémicas e responsaveis pela maioria das mordidas documentadas. Na América do Sul, L.
laeta é encontrada em quase todos os paises (Figura 2) e é de grande importancia médica
principalmente no Brasil, Chile e Peru. Na Europa e na Asia, 0 nimero de espécies reportadas
ainda é limitado (OLIVEIRA-MENDES et al., 2020).
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Figura 2: Distribuicdo das espécies de Loxosceles na América do Sul (Oliveira-Mendes et al., 2020).

Cerca de 150 espécies de Loxosceles ja foram encontradas pelo mundo (WORLD
SPIDER CATALOG. VERSION 22.0, 2022), sendo 19 destas, encontradas em territdrio
brasileiro (Figura 2) (OLIVEIRA-MENDES et al., 2020). No entanto, trés espécies apresentam
maior relevancia médica no pais por estarem associadas aos casos mais sérios de acidentes por
aranhas, sendo elas: L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (MALAQUE et al., 2011; HARO et al.,
2012; BUCH et al., 2015). A maioria dos acidentes notificados se concentram nas regides

Sudeste, e principalmente, Sul do pais, com foco na cidade de Curitiba, Parana (Figura 3).
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Figura 3:Distribuicdo geogréafica dos acidentes envolvendo Loxosceles no Brasil em 2019. Os circulos
correspondem as cidades de ocorréncia e 0s nimeros a quantidade de casos notificados em cada Estado. Mapa
gerado com dados do SINAN/ DataSUS, 2021.

1.2 ARANHAS DO GENERO Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Sicariidae e sdo também
conhecidas como aranhas marrons, devido a sua coloracdo, que pode variar entre castanho claro
(Loxosceles laeta) e marrom escuro (Loxosceles gaucho) (DA SILVA et al., 2004). O nome
Loxosceles refere-se ao posicionamento das suas pernas (pernas inclinadas), e é pronunciado
semelhante a isosceles, como um tridngulo de “pernas” iguais (GREMSKI et al., 2014).

As Loxosceles sdo pequenos aracnideos, com cerca de 1 a 5 centimetros de
comprimento, incluindo as pernas. Uma estrutura caracteristica desse género é o cefalotdrax
gue apresenta uma mancha que se assemelha a um violino, sendo esta caracteristica responsavel
por também serem conhecidas como aranhas violino (FUTRELL, 1992). Apresentam
dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que 0s machos. Possuem seis olhos dispostos em
pares em um padrdo de semicirculo em forma de U, sendo esse posicionamento ocular descrito

como o melhor método de identificar aranhas marrons (Figura 4) (CHAIM et al., 2011). As
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aranhas desse género vivem em média 3 a 7 anos e atingem a maturidade sexual com 1 ano de
idade (CHAIM et al., 2011; DA SILVA et al., 2004; FUTRELL 1992; ISBISTER AND FAN,
2011).

Essas aranhas alimentam-se principalmente de pequenos artropodes como insetos,
formigas e grilos, e vérios aracnideos, como escorpifes e outras aranhas. Na natureza, sdo
encontradas sob rochas, troncos de arvores e restos vegetais. Elas constroem teias irregulares
semelhantes a algodao. N&o sdo agressivas, sao mais ativas a noite e as areas urbanas fornecem
habitat adequados para aranhas marrons, uma vez que preferem areas escuras e secas, COmo
pordes e garagens. De fato, também sdo muito bem adaptadas as residéncias humanas, o que
explica a frequéncia das mordidas (HOGAN et al., 2004; MALAQUE et al., 2016; CHAIM et
al., 2011).

A Loxosceles intermedia

Fémea 1cm > Macho

Figura 4: Caracteristicas morfolégicas das aranhas Loxosceles. A) Dimorfismo sexual de Loxosceles
intermedia B) Seta indica o desenho em forma de violino na face dorsal do cefalotérax. As pontas de setas indicam
os trés pares de olhos arranjados em semicirculo. Adaptado de (CHAIM et al., 2011).

1.3 COMPOSICAO DO VENENO DE Loxosceles

A gravidade dos acidentes se deve a composi¢do do veneno, que ao ser inoculado pode
promover alteracbes em varias funcOes bioldgicas na presa/pessoa envenenada. Diversos
estudos realizados nos ultimos 30 anos sobre o0s papéis estruturais e bioldgicos de diversos
componentes do veneno mostraram a natureza complexa dessas secrecoes.

O veneno dessas aranhas ¢ um fluido cristalino composto majoritariamente por uma
mistura heterogénea de toxinas proteicas e pequenos peptideos produzidos por um par de
glandulas presente no cefalotérax do animal. O volume do veneno injetado durante uma
mordida é cerca de 4 pL, que contém entre 60 e 100 pg de proteinas (SAMS et al., 2001a;
MORGON et al., 2016; GREMSKI et al., 2020). A quantidade e o conteddo do veneno
produzido dependem de varios fatores associados a amostra de aranha, incluindo espécie,
tamanho, sexo, estado nutricional e idade (DE OLIVEIRA et al., 2005). O perfil eletroforético

do veneno de diferentes espécies desse género sdo semelhantes, podendo variar de 2 a 95 kDa,
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sendo que a maioria dos componentes sdo toxinas de baixa massa molecular (2 a 40 kDa)
(VEIGA et al., 2000; GREMSKI et al., 2014; MORGON et al., 2016).

Anélises transcriptbmicas revelam que a glandula de veneno de L. intemedia é
majoritariamente composta por peptideos inseticidas (LiTx 1, 2, 3 e 4), 0 que é consistente com
os hébitos alimentares dessas aranhas. Conhecidas como Knottinas, esses peptideos sdo ricos
em cisteina estabiliazados por pontes dissulfeto e apresentam massa molecular em torno de 5.6
a 7.9 kDa. Atuam especificamente em canais i0nicos ou receptores de membrana no sistema
nervoso, paralisando a presa e levando-a a morte (GREMSKI et al., 2010; GREMSKI et al.,
2021).

A proporcdo de transcritos que codificam fosfolipases e metaloproteases do tipo
astacina sdo semelhantes, seguidos por toxinas com menor expressdo, mas ndo menos
importantes, como as hialuronidases (Figura 5) (GREMSKI et al., 2010).

Injbidor de
serinoprotease

Peptideos Neurotoxina similiar Serinoprotease 0,10%
inseticidas 0,50%

LiTx4 azN‘I‘%%/Io E Alérgenos do
3,80% b veneno

[
0;20% Hialuronidase

Peptideos 0,10%

inseticidas LiTx1
6,20%

Peptideos inseticidas
LiTx2
11,40%

Peptideos inseticidas
LiTx3
32,10%

Metaloproteases
do tipo astacina
22,60%

Fosofolipases-D
20,20%

Figura 5: Proporcdes relativas de cada grupo de toxina sobre o total de transcritos codificadores de toxinas.
Fonte: Adaptado de GREMSKI et al., (2010).

As fosfolipases do tipo D sdo as toxinas mais bem estudadas e caracterizadas dos
venenos loxoscélicos. Esse fato se deve a sua importancia no quadro clinico do envenenamento
e por serem consideradas o principal componente toxico do veneno (DA SILVA et al., 2004).
No entanto, tem sido sugerido que todas as manifestacGes clinicas do acidente loxoscélico séo

resultado da atividade sinérgica entre todos os componentes do veneno (CHAIM et al., 2011).
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Também conhecidas como Esfingomielinase D ou Smase D, essas enzimas catalisam a
hidrolise de esfingomielina em ceramida e colina-1 fosfato, ou lisofosfatidilcolina em &cido
lisofosfatidico. No entanto, outros fosfolipideos podem atuar como substrato dessa enzima
como Lisofosfatidilcolina, Lisofosfatidilserina e Lisofosfatidilinositol. Essa enzima possui a
habilidade de clivar esses fosfolipideos entre as ligacdes fosfato e poc¢des hidrofilicas
(TAMBOURGI et al., 1998). O &cido lisofosfatidico induz respostas bioldgicas e patolégicas
como agregagdo plaquetaria, hiperpermeabilidade endotelial e respostas proinflamatorias
(VAN MEETEREN et al., 2004). Essas toxinas também sdo responsaveis pela maioria dos
efeitos locais e sisttmicos observados no envenenamento, apresentando um papel significativo
na dermonecrose e hemolise observadas ap6s o acidente, as quais sdo dependentes de produtos
bioativos produzidos pelo metabolismo dos fosfolipideos de membrana apos atividade
enzimatica. Sao responsaveis tambem pela massiva resposta inflamatdria, insuficiéncia renal
aguda (a qual pode ser associada a hemolise) e trombocitopenia (FUTRELL, 1992; GREMSKI
et al., 2010; GREMSKI et al., 2020).

As Fosfofolipases D apresentam massa molecular em torno de 35 kDa, sdo altamente
expressas nos venenos loxoscélicos e sdo encontradas em diferentes isoformas. Atraves de
analise transcriptdmica da glandula do veneno de L. laeta e L. intermedia, foi possivel observar
que cerca de 16,4% e 20,2%, respectivamente, dos transcritos analisados, correspondem a
Smase D (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008; GREMSKI et al., 2010).

Outra classe de enzimas importantes no quadro de envenenamento Sdo as
metaloproteases. Os membros dessa familia sdo proteases multifuncionais caracterizadas por
apresentarem uma sequéncia consenso de aminoacidos HEXXHXXGXXHE em seu sitio ativo,
na qual esta localizada o dominio de ligacdo ao zinco, e uma sequéncia MXY, denominada
Met-turn, sendo ambos os elementos chave para a funcéo dessas enzimas (BODE, 1993).

Gremski e colaboradores (2010) observaram que as metaloproteases compreendem mais
de 22% dos transcritos analisados em veneno de L. intermedia. Essas moléculas, presentes nos
venenos loxoscélicos, sdo homdlogas as enzimas digestivas astacinas de lagostin Astacus
astacus e por essa razdo, sao denominadas LALPs (Loxosceles astacin-like proteinase)
(TREVISAN-SILVA et al. 2010). Trés isoformas dessa enzima foram identificadas no veneno
de L. intermedia (LALPs 1, 2 e 3), e de acordo com os dados publicados por Gremski e
colaboradores (2010), essas enzimas sdo produzidas em diferentes propor¢des e apresentam
funcBes diversas, sendo a LALP 2 a mais expressa. Outras duas enzimas apresentam sequéncias
de aminoécidos diferentes no dominio de ligacéo ao zinco, quando comparado as trés LALPS

ja identificadas, o que sugere a presenca de mais duas isoformas dessa enzima no veneno de L.
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intermedia. LALP 4 e LALP 5 foram identificadas nos venenos de L. laeta e L. gaucho,
respectivamente, demonstrando a importancia dessa familia de toxinas no veneno de Loxosceles
(TREVISAN-SILVA et al., 2013; GREMSKI et al., 2014).

As LALPs de L. intermedia possuem um papel importante na patogénese dos acidentes
envolvendo Loxoceles, como hemorragia no local da mordida, dificuldade na cicatrizacdo das
feridas e podem ainda tornar as estruturas dos tecidos mais permeaveis, facilitando a
disseminacdo de outras toxinas nocivas pelo corpo das vitimas (DA SILVEIRA et al., 2007).

Dois tipos de metaloproteases com especificidade de substrato distintas ja foram
descritas. Uma enzima com 20-28 kDa possui atividade fribrinogenolitica e fibronectinolitica,
responsavel pela hemorragia observada no local da mordida, vasodilatagdo, injdria na parede
dos vasos sanguineos e adesdo e agregacdo plaquetaria. A outra metaloprotease identificada,
possui massa molecular de 32-35 kDa e apresenta atividade gelatinolitica (FEITOSA et al.,
1998; VEIGA et al., 1999).

Outra proteina presente no veneno de Loxosceles com importante papel no quadro
clinico do loxoscelismo séo as hialuronidases. Essas toxinas possuem aproximadamente 43 kDa
e pertencem a uma classe de enzimas que degradam o &cido hialurdnico, principal componente
da matriz extracelular de vertebrados (BERTONI et al., 2007). Mesmo presentes em pequenas
quantidades no veneno (menos de 1% dos transcritos), essas enzimas podem atuar como fatores
de espalhamento, promovendo a difusdo de outras toxinas e aumentando a lesdo dermonecrética
(FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004; FERRER et al., 2013; De-BONA et al., 2021). A
caracterizacdo de uma isorforma recombinante de hialuronidase, demonstrou que a pre-
incubacdo dessa proteina com o veneno levou ao aumento do efeito dermonecraético em coelhos,
0 que estd de acordo com seu sugerido papel como fator de espalhamento (FERRER et al.,
2013; De-BONA et al., 2021).

As serinoproteases possuem entre 85 a 95 kDa, Sd0 pouco expressas no veneno de
Loxosceles e parecem estarem relacionadas a degradacdo de gelatina. Nenhum outro substrado
foi identificado para essa protease até 0 momento. Existem poucos estudos sobre essa proteina
e por essa razdo seu papel no envenenamento ainda ndo esta determinado (GREMSKI et al.,
2021).

Uma proteina tumoral controlada pela traducdo (TCTP), com cerca de 22.3 kDa,
também faz parte do veneno e atua como um fator de liberacdo de histamina dos mastocitos e
contribui para a resposta alérgica e inflamatéria do loxoscelismo, como eritema, edema, prurido
e dor. Apresenta baixo nivel de expressdo no veneno de Loxosceles mas atua de forma sinérgica

com as fosfolipases D na inducéo de edema ap6s o envenenamento (GREMSKI et al., 2021).
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1.4 LOXOSCELISMO

As toxinas presentes no veneno das Loxosceles sao altamente ativas contra tecidos de
mamiferos podendo desencadear lesdes e diferentes manifestacdes clinicas, as quais sdo
chamadas de Loxoscelismo. Relata-se que a mordida dessas aranhas € indolor e por isso, na
maioria das vezes, 0 paciente ndo percebe que foi mordido e sé recorre ao médico quando se
inicia a dor local. A dor, variando de leve a intensa, inicia-se entre 2 e 8 horas ap6s a mordida
e, provavelmente, é causada por isquemia secundaria ao vasoespasmo (FUTRELL 1992;
SWANSON AND VETTER 2006).

O loxoscelismo pode se apresentar em duas formas distintas: a cutanea e a sistémica. A
forma cuténea é a variante clinica mais frequente, na qual o paciente desenvolve uma lesdo de
pele com um curso relativamente lento, que pode progredir para necrose do tecido. Essas leses
comecgam a surgir entre 2 e 6 horas apos o envenenamento, sendo esses danos caracterizados
por edema e eritema no local da mordida, que muitas vezes é diagnosticado como reacéao
alérgica ou infeccdo (MALAQUE et al., 2016).

Cerca de 24 a 48 horas apds o acidente ha progressdo dos sintomas para isquemia,
equimose, lesdo necrotica do tecido, com espalhamento gravitacional e ap6s 3 a 7 dias ocorre
formacdo de uma escara preta (FUTRELL, 1992; WILLIAMS et al., 1995). Na Figura 6,
observa-se a evolucgédo da lesdo apds uma crianca ter sido envenenada por aranha do género
Loxosceles, em Santa Catarina, Brasil. Vinte e uma horas apds o acidente ha sinais vermelhos
esbranquicados no local da mordida, que evolui para bolhas hemorragicas em 68 h. Noventa e
seis horas apds 0 envenenamento observa-se a area hiperémica com hemorragia e com 7 dias
houve o aparecimento de lesdo necroética, sendo necessario fazer enxerto no local (LOPES et
al., 2020). O tecido necrotico que se desprende posteriormente, deixa uma Ulcera que pode levar
semanas ou meses para cicatrizar, dependendo da profundidade e extenséo da lesdo (ISBISTER
AND FAN, 2011).

A gravidade das lesdes varia de acordo com cada paciente, uma vez que a imunidade,
quantidade de veneno recebido e local onde o mesmo foi injetado, s&o fatores relevantes. Areas
com maior quantidade de tecido adiposo, como coxas, abdome e nadegas, geralmente resultam
em piores lesdes, devido a acdo da fosfolipase sob os lipideos presentes nessas regides
(FUTRELL, 1992).
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Figura 6: Curso clinico do loxoscelismo cutaneo. (A) Area vermelho esbranquicada 21 h ap6s a mordida (B)
Lesdo com bolha hemorragica 68h apds a mordida (C) Extravasamento da hemorragia e area hiperémica apos 96
h (D) e (E) Leséo necrotica ap6s 7 e 9 dias (F) Lesdo local 30 dias ap6s o acidente; sendo necessario cirlrgica e
enxerto de pele (LOPES et al., 2020).

O loxoscelismo sistémico é uma complicacdo menos frequente, porém mais grave, que
ocorre em cerca de 13% dos casos. Usualmente afeta criancas e levam a manifestacdes como
febre, nausea, vomito, fraqueza e desordens hematoldgicas como hemoldlise intravascular
(Figura 7A), trombocitopenia e coagulacdo intravascular disseminada, provocada pela acéo do
veneno sobre o fibrinogénio e faléncia renal, que apesar de rara pode ser fatal (Figura 7B)
(WILLIAMS et al., 1995; DA SILVEIRA et al., 2002; CHAVES-MOREIRA et al., 2017).
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Figura 7: Loxoscelismo sistémico. (A) Presenca de hemoglobina na urina 36 h apds o acidente, indicando
ocorréncia de hemolise (LOPES et al., 2020). (B) Esquerda: Garrafa cheia de urina produzida por paciente. A
urina apresenta cor escura o que ¢ indicativo de faléncia renal. A direita, local do envenenamento, mama direita
(ROSEN et al., 2012). Figura adaptada.

1.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico do loxoscelismo é dificil, ndo é rotineiro, geralmente presuntivo e é feito
através de informacdes epidemioldgicas e evolugdo do quadro clinico, uma vez que poucos
pacientes trazem o agente biol6gico para sua identificacdo correta. Além da presenca de leséo
cutanea no local da mordida, a presenca de manifestagcdes sistémicas no loxoscelismo, pode
auxiliar no diagnéstico (MALAQUE et al., 2011; CHAVESMOREIRA et al., 2017).

Muitas doencas séo erroneamente diagnosticadas como loxoscelismo. Infeccéo
estafilocdcica ou estreptocdcica, herpes simples, herpes zoster, uUlcera diabética, infeccéo
fangica, pioderma gangrenoso, papulose linfomatdide, queimadura quimica, carcinoma
espinocelular, neoplasia, vasculite localizada e infeccdo por Staphylococcus aureus sao alguns
exemplos, o que dificulta ainda mais seu diagnostico (SWANSON AND VETTER 2006).
Dessa forma, sinais e sintomas, dados epidemioldgicos e histdricos além da identificacdo da
aranha responsavel pelo envenenamento sao a base para o diagnéstico do loxoscelismo.

O atraso na busca de atendimento médico pelos pacientes (aproximadamente 24 horas
apos a mordida da aranha) pode contribuir ainda mais para a extensao do dano tecidual local,
porque a necrose cutdnea e o0s sintomas clinicos sistémicos induzidos pelo veneno séo
irreversiveis e iniciam-se poucas horas apds o envenenamento (DA SILVA et al., 2004,
HOGAN et al., 2004). Notavelmente, o tipo e a eficacia do tratamento sdo influenciados pela
quantidade de tempo entre a mordida da aranha e o diagnéstico (MALAQUE et al., 2016).

Diferentes terapias sao utilizadas pelo mundo, mas ndo ha um consenso sobre o melhor
tratamento. Em alguns paises a terapia se baseia em corticosterdides, dapsona, antihistaminicos,
antibidticos e excisdo cirdrgica (SWANSON AND VETTER 2006). Outro tratamento
disponivel é o uso de antivenenos derivados de cavalos, que sdo empregados no Brasil,
Argentina, México (usa-se F(ab’)2) e Peru (anticorpos inteiros) (DA SILVA et al., 2004,
PAULI et al., 2009; ISBISTER AND FAN 2011). No entanto, devido a falta de ensaios clinicos,
as evidéncias para comprovar o uso de qualquer um desses métodos sdo escassas (MALAQUE
etal., 2016). O melhor tipo de terapia continua sendo debatido, porém um tratamento definitivo

ainda ndo foi estabelecido.
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1.5.1 SOROTERAPIA

No Brasil, antivenenos loxoscélicos tém sido produzidos desde os anos de 1960
(FURLANETTO, 1961). Atualmente o Ministério da Salde disponibiliza dois tipos de
antivenenos: o soro antiloxoscélico, produzido pelo Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobiolégicos do Estado do Parana (CPPI), que utiliza anticorpos contra 0s venenos de L.
intemedia, L. gaucho e L. laeta, e o soro antiaracnidico produzido pelo Butantan, S&o Paulo, o
qual possui anticorpos contra as aranhas L. gaucho, Phoneutria nigriventer e o escorpido Tityus
serrulatus (PAULI et al., 2006). Ha dois outros centros produtores de soros antiloxoscélico na
América: Instituto Nacional de Salud, em Lima, Peru, e Instituto Bioclon, no México (HOGAN
et al., 2004).

Os antivenenos sdo produzidos através da hiperimunizacdo de cavalos (devido ao
grande volume de sangue que pode ser coletado) com venenos brutos. Para as imuniza-los é
necessario a extracdo de grande quantidade de veneno, um processo dispendioso, que requer
mé&o de obra especializada e tem baixo rendimento, principalmente se tratando de veneno de
aranhas (CALABRIA et al., 2019).

Desde as ultimas décadas do século de 19, a terapia contra acidentes loxoscélicos se
baseia em utilizar imunoglobulinas presentes no plasma de cavalos imunizados, apés seu
processamento. Os antivenenos sdo administrados via endovenosa e a quantidade de ampolas a
serem utilizadas varia de acordo com a gravidade clinica do envenenamento (loxoscelismo
cutaneo) e é recomendado a todos os pacientes que apresentem a forma sistémica (BRASIL,
2001). O objetivo da soroterapia € neutralizar a maior quantidade possivel de veneno circulante,
a fim de evitar complicacbes sistémicas (HOGAN et al., 2004). No entanto, aléem das
imunoglobulinas dirigidas aos componentes do veneno, estdo presentes no soro IgGs dirigidas
a diferentes antigenos que o animal produtor tenha entrado em contato durante sua vida, como
antigenos ambientais, microrganismos e parasitas. Como consequéncia, somente 30% de
anticorpos sao especificos para 0os componentes do veneno e estima-se que apenas 5% sdo
neutralizantes (LAUSTSEN et al., 2018). Esses antivenenos de origem animal apresentam
desvantagens significativas devido a natureza heter6loga das proteinas que os compdem, as
quais podem provocar reacdes adversas tanto precoce, como reagdes anafilaticas mediada por
IgE ou, mais comumente, pela ativacdo do sistema de complemento, quando tardia. A grande
quantidade de anticorpos antiveneno e anticorpos que produzimos frente as proteinas presentes
no soro de cavalo podem formar complexos imunes que se depositam em tecidos alvos, como

vasos sanguineos, glomérulos e articulagbes. Como resultado da deposicdo desses
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imunocomplexos, ha o desencadeamento de inflamacéo e doenca do soro (LAUSTSEN et al.,
2016; LAUSTSEN et al., 2018).

Além das reacdes indesejaveis associadas a soroterapia, 0 uso de grandes quantidades
de animais e venenos para a producdo de antivenenos loxoscélicos (tanto em imunizacdes
quanto em testes de poténcia pré-clinica) representam uma limitacdo na producao e uso desses
anticorpos para fins terapéuticos. Outro fator relevante é o sofrimento que toxicidade dos
imundgenos causam aos animais produtores (FIGUEIREDO et al., 2014). Além disso, por nem
sempre as proteinas mais toxicas dos venenos serem as mais imunogénicas, pode-se gerar um

antiveneno com baixa capacidade neutralizante (MARIA et al., 2005).
1.5.2 ABORDAGENS ALTERNATIVAS PARA A PRODUCAO DE ANTIVENENOS

Diante das dificuldades inferidas pela producdo e administragdo dos antivenenos,
muitos pesquisadores tém buscado desenvolver novas terapias que visam melhorar a producéo
de anticorpos e reduzir o nimero e o sofrimento dos animais produtores.

Pensando nisso, nosso grupo de pesquisa vem, ao longo dos anos, estudando e avaliando
0 uso de novas técnicas para a producao de anticorpos neutralizantes. Felicori e colaboradores
(2009) mapearam seis regides antigénicas de uma isoforma recombinante de Smase D de L.
intemedia, denominada rLiD1 (proteina dermonecrética recombinante de L. intermedia), por
meio da técnica de SPOT, e entdo os peptideos referentes a essas regides foram sintetizados e
utilizados como imundgenos para producdo de anticorpos em coelhos. Um desses peptideos
sintéticos foi capaz de induzir a producdo de anticorpos que neutralizaram de forma parcial a
dermonecrose mediada pela acdo da Smase D (FELICORI et al. 2009). De fato, os anticorpos
gerados contra a proteina inteira apresentaram maior potencial neutralizante da atividade
dermonecrdtica da Smase D. No entanto, € possivel que um aprimoramento deste peptideo ou
a selecdo de novos peptideos imunogénicos utilizados em conjunto como imundgenos,
poderiam gerar anticorpos com maior capacidade neutralizante.

Duarte e colaboradores (2014) imunizaram cavalos com rLiD1. Ao final das
imunizacges, anticorpos anti-rLiD1 foram obtidos e seu o potencial neutralizante foi avaliado.
Os pesquisadores observaram que esses anticorpos foram capazes de neutralizar os efeitos
dermonecrdticos do veneno de L. intermedia e L. laeta (Peru) (DUARTE et al., 2014). Em
2013 uma nova proteina recombinante foi construida por Mendes e colaboradores (2013),
denominada Proteina Quimera Recombinante de Loxosceles intermedia (rCpLi), a qual contém
trés epitopos de Smase D (LiD1) (NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP,
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NCNKNDHLFACW e CKKYENFNDFLKGLR). Essa proteina quimérica apresenta a
vantagem de possuir somente 0s epitopos mais imunogénicos presentes na fosfolipase D e, ao
contrério de rLiD1, ndo possui atividade dermonecroética. Isso a torna um melhor imunogeno
por ndo apresentar toxicidade aos animais. Figueiredo e colaboradores (2014) utilizaram a
rCpLi na imunizagdo de cavalos (9 doses) no CPPI, combinado a 3 doses iniciais de uma
mistura de venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Os anticorpos gerados a partir desse
protocolo de imunizagdo apresentaram a mesma reatividade quando comparado ao antiveneno
tradicional e neutralizaram a atividade dermonecrotica dos venenos das espécies de Loxosceles
de importancia médica no Brasil. Essa estratégia de imunizagéo reduziu em aproximadamente
67% a quatidade de veneno bruto de Loxosceles spp. em comparacdo com o protocolo de
imunizagdo tradicional, o que é promissor no desenvolvimento de antivenenos loxosceélicos,
com uma consequente reducdo da devastacéo da fauna de aracnideos.

Posteriormente, uma nova proteina recombinante foi desenvolvida a partir de rCpLi,
com o objetivo de também direcionar a producdo de anticorpos contra outras toxinas do veneno
e ndo somente contra fosfolipase D. Assim, adicionou-se novos epitopos a sequéncia da rCpLi,
dando origem a Proteina Recombinante Multiepitopica de Loxosceles (rMEPLo0Xx). Essa
proteina contém um epitopo de Smase D de L. laeta, caracterizado por Remada et al. (2013),
trés epitopos lineares de LALP1 e dois de hialuronidase, além das trés sequéncias de Smase D
de L. intermedia ja presentes na rCpL.i (Figura 8). Devido & sua composi¢éo, 0 uso da rMEPLoXx
como imundgeno é vantajo em relacdo a rCpLi, uma vez que é possivel produzir um soro com

maior capacidade neutralizante das atividades das toxinas de maior importancia médica.

NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIRGGCKKYENFNDFLKGLRGG GG © 5771 1 GGSLGRGCTDFGTILHE
GGNGGIPQLGDLKAHLEKSAVDIGG GGENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYGGKLYKCPPVNEYPGGIRPYVNY

Figura 8: Localizacao dos epitopos selecionados em seus respectivos modelos tridimensionais. As estruturas
3D da LiHYAL, LiD1 e LALP-1. A sequéncia da rMEPLoX esta descrita abaixo das estruturas das proteinas. Os
epitopos selecionados estdo coloridos de acordo com a molécula a qual pertencem e foram conectados a
localizacdo espacial por setas. Os espacadores de duas glicinas foram mostrados em preto na sequéncia (LIMA et
al. 2018).
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Lima e colaboradores (2018) demonstraram em ensaios de neutralizagdo in vivo e in
vitro que anticorpos anti-rMEPLox foram capazes de neutralizar a atividade de Smase D,
hialuronidase e metaloprotease do veneno de L. intermedia. Além disso, essa proteina ndo
apresenta atividade tdxica e pode ser produzida em larga escala, 0 que a torna um imundgeno
interessante para a produgdo de antivenenos (LIMA et al. 2018). Técnicas biotecnoldgicas
modernas para a geracdo, isolamento e producdo de anticorpos monoclonais (mAbs) ou
fragmentos de anticorpos também vem sendo aplicadas no desenvolvimento experimental de
antivenenos contra picadas de animais peconhentos (Laustsen et al., 2016). Devido as
vantagens que a rMEPLox apresenta, essa proteina foi escolhida no presente estudo para ser
utilizada como imundgeno em camundongos Balb/c, para posterior producdo de anticorpos

monoclonais, com o objetivo de se desenvolver um antiveneno experimental.
1.5.3 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos sdo proteinas que atuam como principais efetores do sistema imune
adaptativo e tem sido extensivamente utilizados tanto no diagnético quanto tratamento de
diversas doencas. Também chamados de imunoglobulinas (lg), os anticorpos séo produzidos
por linfdcitos B e possuem duas copias idénticas de cadeia pesada (~55 kDa) e leve (~25 kDa)
as quais sao mantidas juntas por ligacdo de sulfeto. A molécula inteira possui cerca de 150 kDa.
As cadeias leves e pesadas possuem regides variaveis na por¢cao amino terminal as quais se
ligam a respectivos epitopos presentes no antigeno (Figura 9) (LIPMAN et al, 2014). Nos
mamiferos existem cinco classes de 1g: 1gG, IgM, IgD, IgE e IgA, em alguns mamiferos 1gG e
IgA sdo ainda subdivididas em subclasses ou isotipos, devido a polimorfismos na regido da
cadeia pesada (ABBAS et al.; 2012).
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Figura 9: Estrutura do anticorpo. A molécula estrutural basica de um anticorpo consiste em uma estrutura em
forma de “Y” composta por duas cadeias pesadas e leves idénticas. Cada uma dessas cadeias contém regides
constantes (C) e regides variavel (V) ligadas por ligag@es dissulfeto. Os dominios de ligacdo ao antigeno residem
nas regides variaveis (LIPMAN et al, 2014).

Os anticorpos reconhecem regides especificas de um antigeno chamadas epitopos, 0s
quais podem ser lineares ou conformacionas. Epitopos lineares sdo formados por diversos
residuos de aminoacidos adjacentes. Em contraste, epitopos conformacionais sdo formados por
residuos de aminoacidos que ndo estdo em uma sequéncia linear, porém passam a ser
espacialmente justapostos quando a proteina assume sua conformacédo (ABBAS, 2012).

Os anticorpos atuam neutralizando o antigeno através da ligacdo da regido variavel ao
epitopo, porém a regido constante do mAb também medeia varias funcdes efetoras através da
regido Fc, incluindo citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (CCDA),
ativacdo do complemento e opsonizagéo, o0 que tornam os anticorpos excelentes no tratamento
de diversas doencas (CHOW & CASADEVALL, 2012).

Como a maioria dos antigenos € altamente complexa, eles apresentam numerosos
epitopos que sdo reconhecidos por um grande numero de linfocitos. Cada linfocito é ativado
para proliferar e se diferenciar em plasmacitos, e a resposta do anticorpo resultante é policlonal.
Em contraste, os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo anticorpos produzidos por um unico clone
de linfécito B. Os mAbs foram reconhecidos pela primeira vez em soros de pacientes com
mieloma multiplo em que a expansao clonal de células plasmaticas malignas produz altos niveis
de um anticorpo idéntico resultando em uma gamopatia monoclonal. Em meados da década de

1970, Koéhler e Milstein desenvolveram a técnica para gerar anticorpos monoclonais em
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laboratdrio com uma especificidade desejada, pela qual receberam o prémio Nobel (KOHLER
E MILSTEIN 1975) (LIPMAN et al, 2014).

A publicagdo Kohler e Milstein (1975) sobre a producéo de anticorpos monoclonais
murinos pela tecnologia de hibridoma, teve um profundo impacto na medicina, uma vez que 0s
mAbs podem ser usados para fins diagndsticos e terapéuticos. A tecnologia consiste na criacdo
de linhagens celulares hibridas (hibridomas), ao fundir uma célula B secretora de anticorpos
especifica com uma célula de linhagem tumoral imortalizada (mieloma). Os hibridomas de
interesse sdo selecionados e posteriormente clonados (KOHLER; MILSTEIN, 1975). Os clones
resultantes s&o imortais e produzirdo o mesmo anticorpo com especificidade definida.

Séo chamados de monoclonais porque as células que o secretam sdo derivadas de um Unico
clone que produzem e secretam imunoglobulinas idénticas. Ao contrario dos anticorpos
policlonais, a vantagem em se utilizar mAbs é que em termos de reprodutibilidade e atividade
especifica, essa tecnologia atende ao desafio de que 100% de IgGs de um dado antiveneno serdo
terapéuticos, desde que sua selecdo seja feita mediante sua capacidade neutralizante
(ALVARENGA et al.,, 2014). Essa caracteristica seria de grande valia na producdo de
antivenenos, uma vez que a maior parte das imunoglobulinas presentes nos soros nao sao
direcionadas as toxinas do veneno de interesse.

A desvantagem € que por serem de origem murina, 0s mAbs também podem
desencadear reacdes adversas em humanos. No entanto, através de técnicas de engenharia
genetica, € possivel criar anticorpos menos imunogénicos, como anticorpos monoclonais
quiméricos e humanizados, o que diminuiria consideravelmente a ocorréncia de efeitos
indesejados (NISSIM AND CHERNAJOVSKY 2008; BUSS et al., 2012).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais ou fragmentos de anticorpos tém sido
aplicados no desenvolvimento experimental de antivenenos. Alguns mAbs contra proteinas do
veneno de Loxosceles foram previamente descritos, como o MoALg:, desenvolvido por
Guilherme e colaboradores (2001). Esse anticorpo reconhece Smase D de L. gaucho e foi capaz
de neutralizar 90% da atividade dermonecrdtica do veneno. Nosso grupo de trabalho também
produziu dois anticorpos monoclonais, LimAb7 e LiD1mADb16, utilizando como imundgeno o
veneno de L. intermedia e a proteina recombinante rLiD1, respectivamente. O LimAb7 foi o
primeiro anticorpo monoclonal neutralizante contra L. intermedia reportado, e é capaz de
neutralizar a atividade dermonecrotica in vivo mediada por Smase D (ALVARENGA et al.,
2003). O LiD1mADb16 reconhece os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, mas
apresenta inibicdo parcial dos efeitos toxicos (DIAS-LOPES et al., 2014). Até o momento

foram produzidos anticorpos monoclonais direcionados somente & Smase D. E importante
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ressaltar que apesar da importancia dessa proteina no envenenamento por Loxosceles, essa
toxina ndo é a Unica responsavel pelas manifestacfes clinicas do loxoscelismo, o que torna
relevante o desenvolvimento de anticorpos monoclonais direcionados a outros componentes
toxicos presentes no veneno.

Tendo como base a importancia de se neutralizar as atividades tdxicas de outros
componentes do veneno e reduzir o nimero e o sofrimento dos animais utilizados na producéo
de antivenenos, esse trabalho teve como objetivo produzir anticorpos monoclonais contra outras
toxinas do veneno Loxosceles através da imunizagdo de camundongo com uma proteina

recombinante quimérica ndo toxica.

2. JUSTIFICATIVA

Acidentes por animais pe¢onhentos sdo um sério problema de satde publica no mundo.
No Brasil, devido ao alto nimero de notificacbes, esses acidentes entraram na lista nacional de
doencas de notificacdo compulséria e dentre os animais envolvidos, 0 maior nimero de
notificacOes refere a acidentes envolvendo serpentes, escorpides e aranhas. De acordo com 0s

dados fornecidos pelo SINAN, cerca de 38 mil acidentes causados por aranhas foram
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notificados em 2019 no Brasil. Desses casos, 8.391 ocorreram por mordidas de aranhas do
género Loxosceles e 13 6bitos foram declarados devido ao agravo da doenga.

As aranhas L. intemedia, L. gaucho e L. laeta sdo as espécies de maior importancia
médica no Brasil. Os acidentes loxoscélicos ocorrem por meio da inoculacdo do veneno, o qual
é uma mistura complexa de peptideos e proteinas com atividades toxicas ou ndo. As Smases D,
metaloproteases e hialuronidases possuem um importante papel no envenenamento humano,
uma vez que sdo responsaveis pela maioria dos sintomas observados no Loxoscelismo, como
dermonecrose e espalhamento da lesdo, hemorragia, coagulacdo intravascular disseminada e,
em casos mais graves, insuficiéncia renal. O tratamento mais eficaz para os envenenamentos
consiste na administracdo de antivenenos, que sdo produzidos, geralmente em cavalos,
utilizando venenos inteiros como imundgeno. Poucas melhorias na producdo desses
antivenenos ocorreram ao longo dos anos. Apesar de serem considerados eficientes, 0s
antivenenos apresentam desvantagens importantes como o alto nimero de animais utilizados
em sua producdo e nos ensaios pré-clinicos, reacGes adversas precoces e tardias (devido a
natureza heteréloga das proteinas que o compdem), além do fato que apenas cerca de 5% dos
anticorpos gerados possuem potencial neutralizante.

Dessa forma, a tendéncia atual € a busca por inovagdes na producdo desses soros,
visando reduzir o sofrimento e o nimero de animais utilizados no processo. Neste contexto,
nosso grupo de pesquisa construiu, purificou e caracterizou uma proteina recombinante
(rMEPLox) ndo tdxica, contendo apenas epitopos de células B, lineares e/ou conformacionais
previamente mapeados nas trés principais classes de toxinas (Smase D, metaloproteases e
hialuronidase) presentes nos venenos das aranhas do género Loxosceles relevantes para o
envenenamento humano, o que melhora o direcionamento para produgdo de anticorpos
neutralizantes. Com base nessa abordagem, o presente estudo busca a producdo de anticorpos
monoclonais, utilizando como imundgeno a proteina rMEPLoX, com o objetivo de caracterizar
0s mADbs resultantes e avaliar seu potencial neutralizante em relacéo as atividades biologicas
dos venenos loxoscélicos. Nesse sentido, essa abordagem poderd contribuir no
desenvolvimento experimental de antivenenos de nova geracdo, reduzindo o numero e o
sofrimento dos animais, além de produzir anticorpos homogéneos e com especificidade
definida, o que torna o uso desses mAbs seguro e vantajoso como terapia alternativa ao

loxoscelismo.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar anticorpos neutralizantes do veneno de aranhas Loxosceles por

meio da imunizacdo de animais com uma proteina recombinante.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir anticorpos monoclonais atraves da técnica do hibridoma, imunizando camundongos
Balb/c com a rMEPLox

Purificar os anticorpos monoclonais obtidos;

Realizar a isotipagem dos anticorpos monoclonais;

Determinar a especificidade do anticorpo por meio de ensaios de ELISA e Western blot;
Mapear os epitopos lineares reconhecidos pelo anticorpo escolhido através da técnica de SPOT;
Avaliar o potencial neutralizante dos anticorpos monoclonais através de ensaio in vitro;

Produzir outros monoclonais dirigidos a diferentes toxinas do veneno loxoscelico;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS, VENENOS E PROTEINAS RECOMBINANTES

Camundongos Balb/c foram mantidos no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e receberam &gua e comida Ad
libitum. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (UFMG) n°
45/2020.

Amostras de veneno de L. intermedia, L. laeta (Brasil) e de L. gaucho foram cedidas
pelo Dr. Jodo Carlos Minozzo do Centro de Pesquisa e Producdo de Imunobioldgicos do Parana
(CPPI). Os venenos de L. similis e P. nigriventer foram fornecidos pelo Dr. Evanguedes
Kalapothakis, da UFMG e o veneno de L. laeta (Peru), pelo Dr. Cesar Bonilla do Instituto
Nacional de Saude do Peru. Os venenos das serpentes Lachesis muta muta e Crotalus durissus
terrificus foram fornecidos pela Fundacao Ezequiel Dias (FUNED) e de Bothrops atrox cedido
pelo Prof. Armando Yarlequé Chocas, da Universidade Nacional Mayor de San Marco (Peru).
As proteinas recombinantes metaloprotease do tipo astacina (rLALP1) e hialurondase
(rLiHYAL) foram fornecidas pelo Dr. Silvio Sanchez Veiga da Universidade Federal do
Parana, e a fosfolipase (rLiD1) cedida pelo Dr. Evanguedes Kalapothakis da UFMG. As

amostras foram armazenadas a -20 ° C até seu uso.

4.2 DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina das amostras utilizadas no presente trabalho foi realizada de acordo
com Lowry, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como curva padrdo (OLIVER H.
LOWRY et al., 1951).

4.3 PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS
4.3.1 IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS

A proteina rMEPLoX, utilizada como imundgeno para a producdo dos anticorpos
monoclonais, foi previamente produzida por nosso grupo de pesquisa (LIMA et al., 2018).
Ap0s a coleta do soro pré-imune, cinco camundongos Balb/c fémeas (6 semanas, 20g) foram
imunizados, por via subcutanea, com uma emulsao preparada com 50 pg de rMEPLox diluidos
em PBS e adjuvante completo de Freund, na proporcao 1:1. A mesma dose foi administrada em
adjuvante incompleto de Freund nas trés injecdes subsequentes, com intervalo de quinze dias

entre as imunizacGes. Sete dias apds a ultima dose de imundgeno, os camundongos tiveram o
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sangue coletado e a reatividade dos soros imunes contra rMEPLox foi avaliada por ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA).

Outros cinco camundongos Balb/c foram imunizados com rMEPLox como descrito em
Saavedra-Langer e colaboradores (2021). Apos a coleta de soro pré-imune, todos 0s animais
receberam uma injecéo subcutanea inicial de 50 pg/animal de rIMEPLox em adjuvante completo
de Freund (SigmaAldrich). Uma dose igual de proteina foi administrada em (Al(OH)3) em onze
injegOes subsequentes, com intervalo de 15 dias. A cada 4 doses 0s animais tiveram o sangue
coletado e a reatividade dos soros foi avaliada por ELISA.

4.3.2 REATIVIDADE DOS SOROS IMUNES CONTRA rMEPLox POR ELISA

Apos o término das imunizaces, testou-se a reatividade do soro imune destes animais
por ELISA, de acordo com Chavez-Olortegui et al. (1991). Para esse fim, placas de 96 pocos
foram incubadas, overnight entre 2 e 8 °C, com 0,5 pg/pogco de rMEPLox em tampéo
bicarbonato de sddio 0,02 M pH 9,6. Apos o blogueio (2% de caseina em tampao fosfato salino
- PBS) e lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS), soros pré-imune (controle negativo) e imunes
foram adicionados em dilui¢do 1:200 e incubados durante 1h a 37 °C. As placas foram lavadas
e incubadas com IgG anti-camundongo conjugada com peroxidase horseradish (HRP, Sigma-
Aldrich) diluida 1:8000 ou 1:10000, durante 1h a 37 °C. Os valores de absorbancia foram
determinados a 490 nm.

Os camundongos cujo soro apresentou maiores valores de absorbancia receberam uma
dose reforco, via endovenosa, de 5 pug de rMEPLox diluidos em 50 pL de PBS e foram

submetidos a fusdo apds 3 dias.
4.3.3 CULTIVO DE CELULAS DE MIELOMA DE CAMUNDONGO (SP2/0)

Células sp2/0 foram descongeladas e mantidas em estufa de 37 °C em atmosfera de
5% de CO2, em meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagles Medium) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 1% L-glutamina e 1% penicilina/estreptomicina, de forma a obter-

se um ntmero de células ideal para a fusdo (1 x 10 células/mL).

4.3.4 OBTENCAO DOS HIBRIDOMAS

Trés dias apds a dose reforco, 0 animal que apresentou maior titulo de anticorpos no
ELISA (Animal 1 foi selecionado na primeira producdo de mAb e Animal 3 na segunda

producéo) foi eutanasiado e seu baco foi removido assepticamente. O drgéo foi transferido para
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uma placa de Petri estéril contendo 5 mL de meio DMEM e cortado em pequenos pedacos, que
foram entdo macerados sobre uma cell strainer estéril. O material foi passado novamente por
uma cell strainer e lavado duas vezes com DMEM, utilizando-se uma centrifuga refrigerada, a
180 g, 4°C por 10 minutos. As células de mieloma, repicadas 24 horas antes, foram lavadas
conforme descrito anteriormente, diluidas a 1 x 107 /mL, misturadas a todas as células obtidas
com a maceracéo do baco e centrifugadas a 180 g e 4°C por 10 minutos.

Ao sedimento adicionou-se, lentamente, 1 mL de uma solucdo de polietilenoglicol
(PEG) 1500 a 50% (p/v) em DMEM pré-aquecido a 37°C, agitando-se lentamente o tubo por
alguns minutos. Apds 1 minuto de repouso foram adicionados 20 mL de DMEM divididos em
quatro intervalos de 5 minutos agitando-se lentamente. As células foram centrifugadas a 4°C,
800 rpm por 10 minutos e ao precipitado foram adicionados 200 mL de meio seletivo DMEM
suplementado com 20% SFB, contendo HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina).

A suspenséo final foi distribuida em cinco placas de 96 pocos (Sarstedt) (200 pL/poc¢o)
que foram levadas a estufa a 37°C e atmosfera de CO2 a 5%. Com o objetivo de verificar quais
pocos continham hibridomas que secretavam anticorpos, foi realizado o primeiro screening
quinze dias apds fusdo. Para isso, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com rMEPLox (1
Hg/poco), e a reatividade dos sobrenadantes celulares de todos os pogos (50 pL) foram testados
por ELISA. IgG anti-camundongo conjugada a HRP (Sigma-Aldrich), (diluicdo 1:4000 ou
1:10000), foi utilizada. As placas foram lidas a 490 nm como descrito por Chavez-Olortegui et
al. (1991).

4.3.5 SELECAO E CLONAGEM DOS HIBRIDOMAS

As células provenientes dos pocos que apresentaram reatividade por ELISA foram
contadas e diluidas (1 célula a cada 100 pL) em meio DMEM-HT (Hipoxantina, Timidina)
suplementado com 20% de SFB. As células foram distribuidas (100 uL/poco) em cinco placas
de cultura celular de 96 pocos contendo macrdfagos intraperitoneais de camundongos nao
imunizados. Quinze dias ap6s a clonagem, uma nova selecdo por ELISA foi realizada,
utilizando-se placas de 96 pocos sensibilizadas com rMEPLox (1 pg/poco). O segundo
screening foi realizado nas mesmas condi¢fes do primeiro. Os clones com maior reatividade
foram expandidos para garrafas de cultivo celular, a fim de se obter um maior volume de

sobrenadante celular para posterior purificacdo dos anticorpos e caracterizacdo dos mesmos.
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4.4 PURIFICACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

Apos expansdo dos clones, escolheu-se caracterizar o clone 4F5B6, Lox-mAb3, por
apresentar, dentre os outros 11 anticorpos selecionados, maior reatividade no ELISA contra
rMEPLoX e veneno de L. intermedia um més apos a fusdo. Dessa forma, os demais clones foram
congelados em soro fetal bovino contendo 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO).

Apos obtencdo de quantidade significativa de sobrenadante celular (300 mL), foi
realizada a purificacdo dos anticorpos utilizando uma coluna de afinidade de 5 mL contendo
proteina G-sepharose (GE Healthcare) em AKTA prime plus (GE Healthcare), de acordo com
as especificacdes do fabricante.

4.4.1 SDS-PAGE

Ap0s a purificacdo, 10 ug de Lox-mAb3 foi submetida a eletroforese, de acordo com o
método proposto por Laemmli (1970). Foi utilizado um gel de separacdo a 10% e um gel de
concentragéo a 4% e a corrida foi realizada a 120V. Como padrao utilizou-se marcador de massa

molecular de proteinas da BioRad. O gel foi corado utilizando coomassie Blue.
4.4.2 ELISA

A reatividade do Lox-mAb3 apds a purificacdo foi testada por ELISA de acordo com
Chavez-Olortegui et al. (1991). Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 0,5 pg/poco de
rMEPLox e o anticorpo monoclonal foi diluido de forma seriada (0,45 pg a 0,0035 pg). 1gG
pré-imune (0,45 pg/poco) foi utilizada como controle negativo. IgG anti-camundongo
conjudado a HRP (Sigma-Aldrich), diluido 1:8000, foi utilizado como anticorpo secundario.

Os valores de absorbancia foram determinados a 490 nm.

4.5 ISOTIPAGEM DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

A isotipagem do anticorpo Lox-mAb3, foi realizada utilizado a IsoStrip (Roche),
seguindo o protocolo de acordo com as instrucdes do fabricante. Assim, 1 pg/mL de amostra
foi diluida em PBS-1 % BSA e 150 pL dessa solucdo foram adicionados a um tubo de
desenvolvimento por 30 segundos com rapida agitacdo em voértex e em seguida a strip foi
inserida. ApOs 5 minutos os resultados puderam ser interpretados com o aparecimento de uma

banda azul na se¢do da strip contendo o isotipo de IgG ao qual o anticorpo pertence.
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4.6 IMUNORREATIVIDADE E REATIVIDADE CRUZADA
4.6.1 ELISA

Ensaios de imunorreatividade também foram realizados conforme descrito por Chavez-
Olortegui et al. (1991). A fim de determinar qual proteina presente no veneno de L. intermedia
0 Lox-mAb3 reconhece, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 0,5 pug/poco das proteinas
recombinantes rIMEPLox (controle positivo), rLALP1, rLID1 ou rLiHYAL. Apds o blogueio e
lavagem, 0,45 pug de Lox-mAb3 ou IgG pré-imune (controle negativo) foram adicionados e
incubados por 1 h a 37° C. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) (diluicéo
1:8000) foi utilizado como anticorpo secundario. Os valores de absorbancia foram
determinados a 490 nm.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar a reatividade cruzada de Lox-mAb3 com outros
antigenos loxoscélicos, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 0,5 pg/pogo de rMEPLoX
(controle positivo) e venenos de L. intermedia, L. gaucho, L. laeta (Brasil) ou L. laeta (Peru).
Ap0s bloqueio e lavagem, 0,45 pg de Lox-mAb3 ou IgG pre-imune (controle negativo) foram
adicionados e incubados por 1 h a 37°C. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (Sigma-
Aldrich) (diluicdo 1:8000) foi utilizado como anticorpo secundario. Os valores de absorbancia
foram determinados a 490 nm.

Para determinar a reatividade dos mAbs 5G5H8, 5G5B2 e 5G5B11 (produzidos na
tentativa de desenvolver mAbs contra hialuronidase) contra o veneno de L. intermedia, 100 pL
dos sobrenadantes celulares dos clones foram utilizados como anticorpo primario. Soro de
animal imune a L. intermedia na diluicdo 1/100 foi utilizado como controle positivo e
sobrenadante de SP2/0 (100 uL) foi utilizado como controle negativo. 1gG anti-camundongo
conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) (dilui¢do 1:10000) foi utilizado como anticorpo secundario.

Os valores de absorbancia foram determinados a 490 nm.
4.6.2 WESTERN BLOT

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos por ELISA e avaliar a massa molecular
da proteina reconhecida pelo anticorpo monoclonal, um immunobloting foi realizado de acordo
com Laemmli (1970). Foram aplicados 5 pg de veneno de L. intermedia (em condi¢Ges ndo
redutoras) em um gel de poliacrilamida 12,5 %. A corrida foi realizada a 120 V. Como padrao

utilizou-se marcador de massa molecular de proteinas (ThermoFisher Scientific).
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Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
que, em seguida, foi bloqueada durante 1 hora com PBS-Tween 20, 0,3% (v/v) em temperatura
ambiente. Apds a lavagem (PBS-Tween 20 0,05 %), a membrana foi incubada com 0,5 pg/mL
de Lox-mAb3 em PBS-Tween 20 0,05 % por 1 h em temperatura ambiente. O anticorpo
monoclonal ndo relacionado, mAb4B6E6, contra Bothrops jararaca, foi utilizado como
controle negativo na mesma concentracdo e soro anti-loxoscélico (CPPI) diluido 1:1000 foi
utilizado como controle positivo. Apds o periodo de incubacdo a membrana foi novamente
lavada, e em seguida incubada por 1h em temperatura ambiente com IgG anti-camundongo
conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:8000 ou IgG anti-cavalo conjugado a HRP
(Sigma-Aldrich) na dilui¢do de 1/50000 diluidos em PBS-Tween 20 0,05 %. Apds lavagens a
reacdo foi desenvolvida com uma solugdo de PBS contendo 0,025% de 4-cloro 1-naftol diluido
em 1 ml de metanol, 0,05% de diaminobenzidina (DAB) em presenca de H2O>, 0,04 % (v/v).

A fim de avaliar a reatividade cruzada do anticorpo Lox-mAb3 frente a diferentes
venenos de aranhas (L. gaucho, L. laeta (Brasil, L. laeta (Peru), L. similis, P. nigriventer) e
serpentes (Bothrops atox, Crotalus durissus e Lachesis muta), um novo immunobloting foi
realizado. Para isso, 5 pug de cada antigeno (em tampdo de amostra ndo redutor) foram
submetidos a SDS-PAGE 12,5%. A corrida foi realizada nas mesmas condicdes descritas
anteriormente.

Ap0s a transferéncia e blogueio, a membrana foi incubada com 0,5 pg/mL do LoxmAb3
em PBS-Tween 20 0,05 % por 1h em temperatura ambiente. O ensaio foi conduzido como
descrito previamente.

Para avaliar a reatividade dos anticorpos monoclonais, desenvolvidos na primeira
tentativa de produzir de mAbs, 1G6A8, 1G6A10, 4F5B2, 4F5G4, 2E5D12, 3B9D3, 4F5D6,
4F5B6, 2E5DS8, 2F1B2, 2F1B6, 5G5H8 e 5G5B11 contra o veneno de L. intermedia, um novo
Western blot foi realizado. Foram aplicados 5 g de veneno de L. intermedia (em condi¢6es
ndo redutoras) em um gel de poliacrilamida 12,5 %. A corrida foi realizada nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. Apos a transferéncia e blogueio, a membrana foi incubada
com 5 mL de cada sobrenadante celular, soro anti-loxoscelico do CPPI na dilui¢do 1:1000,
como controle positivo e sobrenadante celular de SP2/0 (5 mL) ou mAB nao relacionado
mADb4B6EG6 (1 pg/ mL), como controle negativo. Como anticorpo secundario foram utilizados
IgG anti-camundongo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:8000 ou 1:10000 ou
IgG anti-cavalo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:50000, ambos diluidos em

PBS-Tween 20 0,05 %. O ensaio foi conduzido como descrito previamente.
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A reatividade dos sobrenadantes celulares 5G5H8 ou 5G5B11 (5 mL) foi avaliada por
Western blot contra rMEPLox (15 pg), veneno de L. intermedia (15 pg), rLALP1 (15 pg) e
rLiD1 (15 pg) sob condicGes ndo redutoras em gel 12,5%. Apos a transferéncia e bloqueio, a
membrana foi incubada com 5 mL de cada sobrenadante celular. Como anticorpo secundario
foi utilizado 1gG anti-camundongo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:10000

diluido em PBS-Tween 20 0,05 %. O ensaio foi conduzido como descrito previamente.
4.7 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL
4.7.1 MIGRACAO EM PRIMEIRA DIMENSAO - ISOELETROFOCALIZACAO (IEF)

Esta primeira fase foi realizada sobre gel com gradiente de pH imobilizados sobre strip
Immobiline DryStrips Gels (GE Healthcare) de 7 cm de tamanho, com o intervalo de pH
determinado ndo linear (3-10) utilizando-se o aparelho IPGphor (GE Healthcare) que permite
a aplicacdo de alta voltagem.

No primeiro dia, 50 pg de veneno de L. intermedia foram precipitados overnight em 3
volumes de acetona, a -20 °C. No segundo dia, a amostra foi centrifugada a 10000xg por 20
min, o sobrenadante foi descartado e o pellet, apds secagem, foi ressuspendido com 250 pL de
tampdo de reidratacdo contendo 7M ureia, 2M tioureia, 2% CHAPS, 0,5% de anfdlitos livres
(IPG buffer, pH 3-10) e 0,002% de azul de bromofenol.

A amostra em tampao foi disposta em uma canaleta da bandeja de reidratacdo (IPGbox).
A strip foi colocada sobre a amostra e incubada por 16 horas a temperatura ambiente e protegida
da luz. Ao final da reidratacdo, a strip foi removida da bandeja, posicionada no equipamento
Ettan IPGphor (GE Healtcare) e coberta com solucdo de 6leo mineral para a focalizacdo. Em
seguida, a focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada com a seguinte programacdo: 12 etapa: 100
V (1 hora); 22 etapa: 200 V (1 hora); 3% etapa: 500V (1 hora) com aumento gradual da voltagem;
48 etapa: 1000 V (1 hora) com aumento gradual da voltagem; 52 etapa: 3500 V (3:30 horas); 62
etapa: 500 V (30 minutos) a 20 °C com corrente maxima de 50mA/fita.

Ao término da focalizacdo isoelétrica, imediatamente antes da segunda dimensao, a strip
com as proteinas eletrofocalizadas foi submetida a uma etapa de equilibrio. No primeiro passo,
a strip foi transferida e imergida no tampdo de equilibrio composto de 750 mM Tris-HCI pH
8.8, 6 M de ureia, 30 % glicerol (v/v), 2 % SDS (m/v) e 0,002 % de azul de bromofenol (m/v)
contendo 10 mg/mL de DTT por 15 minutos sob leve agitacdo. No segundo passo, adicionou-

se iodoacetamida (25 mg/mL) ao tampdo de equilibrio, o qual oferece protecdo as proteinas
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contra a reoxidagdo. A strip foi novamente imergida e mantida sob agitacdo por mais 15

minutos, e entdo lavadas em tampéo Tris-glicina por 5 minutos.
4.7.2 SEGUNDA DIMENSAO - SDS-PAGE E WESTERN BLOT

A segunda dimens&o e o immunobloting foram realizados conforme descrito no item
4.6.2.

4.8 MAPEAMENTO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT

Com o objetivo de mapear os epitopos lineares reconhecidos pelo Lox-mAb3 na
metaloprotease do tipo astacina de L. intermedia, pentadecapeptideos sobrepostos por trés
residuos de aminoécidos cobrindo toda a sequéncia da metaloprotease LALP1
(VMPA_LOXIN, codigo AOFKNG6) foram previamente sintetizados em uma membrana de
celulose através da técnica de SPOT sintese. Um aparelho de sintese automatica ResPep SL
(IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Alemanha) foi utilizado na sintese seguindo o protocolo
descrito por Laune et al. (2002).

Para realizar o imunoensaio, a membrana de SPOT foi lavada com PBS pH 7.4 e depois
bloqueadas com PBS 3% BSA, 5 % sacarose e 0,1% de Tween 20 overnight. Posteriormente, a
membrana foi novamente lavada e incubada com Lox-mAb3 (1 pg/mL) em tampdo de bloqueio
por 90 minutos em temperatura ambiente sob agitacao.

A ligacdo de anticorpos foi detectada através da incubacdo da membrana com IgG anti-
camundongo conjugado a fosfatase (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:2000, por 1h em
temperatura ambiente. Apos trés lavagens de 10 minutos em PBS e 0,1% de Tween 20, a
membrana foi incubada com o substrato BCIP-MTT em 0,4% de MgCl, em tampéo citrato
salina (CBS) pH 7.0 e as regides reativas da membrana foram visualizadas atraves do
surgimento de precipitados azulados sobre os SPOTs contendo peptideos reconhecidos. A
solucdo permaneceu em contato com a membrana por 30 minutos, sob agitacdo. A membrana
foi digitalizada e a reatividade dos SPOTs foi analisada quantificando os pixels por meio do
software Image J.

Ap0s sua utilizacdo, a membrana foi regenerada para que se possa utiliza-la novamente.
A regeneracdo foi inciada com lavagem utilizando metanol para remover os complexos
moleculares precipitados sobre os peptideos. O tratamento € feito por sucessivas lavagens de
10 minutos, trés vezes com dimetilformamida (DMF), trés vezes com reagente A (uréia 8M,

1% de SDS, 0,1% de 2-mercaptoetanol), trés vezes com reagente B (etanol/agua/acido acético
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nas proporcdes 50:40:10 - vol/vol/vol), e uma ultima lavagem com metanol ou etanol, para
secagem da membrana.

Com o objetivo de mapear os epitopos reconhecidos por 4F5B2,4F5D6 e 4F5G4 um
novo ensaio de SPOT foi realizado, utilizando 5 mL dos sobrenadantes celulares de cada clone.
O ensaio foi feito sob as mesmas condi¢des do ensaio realizado com Lox-mAb3.

Foi realizado também um ensaio de SPOT para avaliar qual epitopo ha membrana de
LALP1 os anticorpos 5G5H8 e 5G5B11 reconheciam. O ensaio foi feito sob as mesmas
condicdes do ensaio realizado com Lox-mAb3.

Para avaliar se 0s soros dos animais imunizados com 12 doses de rMEPLox eram
capazes de reconhecer os epitopos de hialuronidase, um novo SPOT foi feito. Assim, uma
membrana de celulose contendo 57 pentadecapeptideos sobrepostos por 3 residuos de
aminoacidos cobrindo a sequéncia priméaria da rMEPLox foi construida, como descrito por
Lima et al. 2018, com o objetivo de mapear epitopos de células B lineares. O soro do Animal 1

na diluicdo de 1:400 foi utilizado e as demais etapas seguiram conforme descrito acima.

4.9 ALANINA SCAN

A sequéncia reconhecida pelo Lox-mAb3 na membrana de metaloprotease de L.
intermédia através do ensaio de SPOT (ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY), e 22 analogos de
alanina desse epitopo, foram sintetizados. Cada aminoacido foi substituido por uma alanina,
um de cada vez, com o objetivo de avaliar a contribuicdo de cada um deles no reconhecimento
da metaloprotease pelo anticorpo monoclonal. O aminoacido glicina foi utilizado para avaliar
a contribuicdo da alanina presente no epitopo.

A construcdo da membrana foi realizada utilizando o aparelho de sintese automatica
ResPep SL (IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Alemanha) de acordo com o protocolo
descrito por Laune et al. (2002).

O imunoensaio foi realizado como descrito na secéo 4.8.
4.10 ANALISES IN SILICO
4.10.1 LOCALIZACAO DO EPITOPO NA ESTRUTURA 3D DE LALP1

A localizacdo do epitopo reconhecido pelo Lox-mAb3 foi analisado na estrutura
tridimensional de LALP1, disponivel no Swiss Model (codigo: AOFKN6, VMPA _LOXIN). O
epitopo identificado foi visualizado utilizando o programa PyMol (The PyMol Molecular

Graphics System, Versdo 2.0 Schrodinger, LLC — https://pymol.org/2/).
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4.10.2 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS HOMOLOGAS DE LOXOSCELES SP.

Para analisar se a sequéncia reconhecida pelo Lox-mAb3 na metaloporetase de L.

intermedia é conservada em metaloproteases de outras espécies de Loxosceles sp. Foi realizado
um maltiplo alinhamento de sequéncias utilizando o software Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As sequéncias utilizadas estdo disponiveis no
Uniprot (http://www.uniprot.org/uniprot/): L. intermedia LALP1 (AOFKNG6), LALP2
(C9D7R2), LALP3 (C9D7R3); L. laeta (Brasil) LALP4 (PODM®61); L. gaucho (PODM62) e L.
laeta (Peru) LALP-LP1 a 8.

4.11 NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE FIBRINOGENOLITICA

A habilidade de neutralizar a atividade fibrinogenolitica da metaloprotease do veneno
de L. intermedia pelo Lox-mAb3 foi avaliada. A proteolise do fibrinogénio foi realizada como
descrito por Bello et al. (2006), com modificagdes.

Primeiramente, 3 pg de veneno de L. intermedia, em volume final de 50 pL de PBS,
foram incubados, por 1h a 37°C, com diferentes concentra¢es do Lox-mAb3 (5, 25, 50 e
100 pg). Em seguida, adicionou-se 20 pL de solucdo de fibrinogénio humano a 2,5 mg/mL em
tampdo Tris-HCI (25 mM Tris, 0,15 M NaCl, pH 7.4), e essa solugdo permaneceu a 37°C por
16h. Apds esse intervalo, uma aliquota de 50 pL foi retirada e a ela adicionado 50 pL de solugdo
desnaturante (10 M uréia, 4 % pB-mercaeptoethanol, 4% SDS) por 18 h em temperatura
ambiente. Foi retirado 20 uL dessa solucéo final a qual foi analisada em SDS-PAGE 10% sob

condicdes redutoras. O gel foi corado com Coomassie blue.
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5. RESULTADOS
5.1 PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

Para a producdo dos anticorpos monoclonais, cinco camundongos Balb/c receberam
como imundgeno, via subcutanea, 50 pg da proteina rMEPLoX. Sete dias ap6s a quarta dose,
uma amostra de sangue de cada camundongo foi retirada e a reatividade dos soros desses
animais contra rMEPLox foi avaliada por ELISA indireto.

Todos os cinco animais imunizados produziram anticorpos contra rMEPLoOX e 0 soro do
camundongo 1 apresentou maior reatividade frente a essa proteina. Nao houve reatividade entre
0 soro pré-imune, utilizado como controle negativo, e a rMEPLox, demonstrando que o

reconhecimento observado entre os soros imunes é especifico (Figura 10).
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Figura 10: Imunorreatividade dos soros de animais imunizados com rMEPLox. Placa de microtitulagao foi
sensibilizada com 0,5pg/pogo de rIMEPLoX. Soro pré-imune (PI), utilizado como controle negativo, e soros anti-
rMEPLox de cinco camundongos, diluidos 1:200, foram testados. IgG anti-camundongo (diluicdo 1:8000)
conjugada a HRP foi utilizada como anticorpo secundario. Os valores representam a média das duplicatas. A
absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

Como o Animal 1 apresentou maior reatividade, ele foi selecionado para dar
continuidade ao processo de producdo de anticorpos monoclonais. Sendo assim, este animal
recebeu uma dose reforco de 5 ug de rMEPLoX, via endovenosa. Apos trés dias, as células do
baco do camundongo 1 foram retiradas, fusionas as células de mieloma (sp2/0) e distribuidas
em 5 placas de cultivo celular de 96 pocos. Os hibridomas ficaram incubados em estufa de CO>
a 5% por 15 dias, quando parte do sobrenadante celular foi retirado (50 pL) para a realizacédo
do primeiro screening. Nove pogos contendo hibridomas estavam secretando anticorpos, uma

vez que apresentaram reatividade contra rMEPLox por ELISA (Figura 11).
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Figura 11: Imunorreatividade dos sobrenadantes celulares dos hibridomas contra rMEPLox. Placas de
microtitulagdo foram sensibilizadas com 1pg/pogo de rMEPLoOX. Os sobrenadantes celulares dos hibridomas (50
pL) foram usados como anticorpo primario. 1gG anti-camundongo conjugado a HRP (diluicdo 1:4000) foi utilizada
como anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

5.2 CLONAGEM DOS HIBRIDOMAS SELECIONADQOS

Os nove pocgos mais reativos (1G6, 1G10, 2B6, 2E5, 2F1, 3B9, 4F5, 4G10 e 5C1) foram
entdo submetidos a uma diluicdo limitante, de forma que houvesse 1 célula por poco em volume
de 100 pL/poco. As células diluidas foram distribuidas em 48 poc¢os (100 pL) de uma placa de
cultivo celular de 96 pocos e mantidas em estufa de CO2a 5 % por quinze dias e em seguida,
0s sobrenadantes celulares foram coletados para realizagcdo de um novo screening (realizado da
mesma forma que o primeiro). No entanto, antes da retirada dos sobrenadantes celulares, cada
um dos pocos foi observado e 0s que apresentavam somente uma col6nia de células foram
marcados, uma vez que, ao se retirar o sobrenadante as colonias poderiam se soltar dos pocos.
A presenca de uma unica colnia por poco indica que, se essas células sdo produtoras de
anticorpos, 0s mesmos sao monoclonais.

Como pode ser observado na Figura 12, doze clones apresentaram reatividade frente a
rMEPLox no segundo screening. Os clones foram nomeados de acordo com o local da placa do
qual foram derivados. Tendo mAb4F5B6 como exemplo, o respectivo clone foi derivado de um
hibridoma que se localizava na placa 4, no pogo F5, originando o nome 4F5. Posteriormente o
hibridoma 4F5 foi clonado, e o clone selecionado se localizava no pogo B6 da placa, por isso o
nome 4F5B6.
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Figura 12: Imunorreatividade dos sobrenadantes celulares dos clones contra rMEPLox. Placa de
microtitulagdo foi sensibilizada com 1pg/pogo de rMEPLox. Os sobrenadantes celulares dos hibridomas (50 pL)
foram usados como anticorpo primario. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (diluicdo 1:4000) foi utilizada
como anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

A producédo de anticorpos foi monitorada por ELISA indireto em um periodo de um
més. Dentre os anticorpos monoclonais anti-rMEPLoXx obtidos, optou-se por dar seguimento a
caracterizacdo do mAb4F5B6, uma vez que, quando comparado aos demais, esse anticorpo
apresentou reatividade semelhante ao controle positivo no ELISA, frente ao veneno de L.
intermedia um més apds a clonagem (Figura 13). Esse anticorpo foi entdo nomeado como Lox-
mADb3 (o0 numero 3 foi utilizado pois este € o terceiro anticorpo monoclonal contra Loxosceles

produzido por nosso grupo de pesquisa).
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Figura 13: Imunorreatividade dos sobrenadantes dos subclones contra rMEPLox e o veneno de L.
intermedia um més apos a clonagem. Placa de microtitulagéo foi sensibilizada com 1ug/pogo de rMEPLoOX e
veneno de L. intermedia. Sobrenadante celular dos clones (50 pL) foi utilizado como anticorpo primério. Soro
anti-rMEPLox do camundongo 1 diluido 1:100 foi utilizado como controle positivo e sobrenadante celular de
SP2/0 foi usado como controle negativo (50 pL). 1gG anti-camundongo conjugado a HRP (dilui¢do 1:4000) foi
utilizada como anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.
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Dessa forma, as células produtoras de Lox-mAb3 foram expandidas para placas de 24
pocos, e posteriormente para garrafas T-25 e T-75. O sobrenadante celular foi recolhido
periodicamente e congelado para posterior purificacdo do anticorpo monoclonal em coluna de
proteina G (GE Helthcare).

Ap6s a purificacdo dos anticorpos, um SDS-PAGE 10% foi realizado (Figura 14A). E
possivel observar, em condi¢cdes ndo redutoras, a presenca de uma banda na faixa de 150 kDa,
0 que é condizente com a massa molecular de uma IgG inteira. Em condicdes redutoras observa-
se a presenca de suas bandas, uma de 50 kDa e outra de aproximadamente 25 kDa, referente as
cadeias pesadas e leves de 1gG, respectivamente (ABBAS et al., 2012).

Posteriormente, avaliamos se o reconhecimento do Lox-mAb3 frente ao antigeno foi
afetado pela etapa de purificacdo e, portanto, um ELISA foi realizado. Foi possivel observar
que o anticorpo mantém sua reatividade contra rMEPLoOX ap0s a purificagdo mesmo na menor

concentragédo do anticorpo utilizada (3,5 ng/pogo) (Figura 14B).
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Figura 14: Caracterizacdo do Lox-mAb3 ap6s o processo de purificacdo. A) a massa molecular da amostra
purificada (10 pg) foi analisada por SDS-PAGE (10%) em condic¢Bes ndo redutoras (SR) e redutoras (CR). A
corrida foi realizada em 110 V e o gel corado com coomassie Blue. B) A reatividade do anticorpo pds purificacdo
foi avaliada por ELISA. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com rMEPLox (0,5 pg/po¢o). Lox-mAb3 foi
diluido de forma seriada (0,45 pg até 3,5 ng). IgG pré-imune (0,45 pg) foi utilizada como controle negativo. 1gG
anti-camundongo conjugada & HRP (diluicdo 1:8000) foi utilizada como anticorpo secundario. A absorbancia das
amostras foi determinada a 490 nm.

5.3 ISOTIPAGEM DO LOX-MAB3

Em seguida, foi realizado a isotipagem do anticorpo, para verificar a qual classe de

imunoglobulinas 0 mesmo pertence. A técnica faz uso de uma membrana (demonstrada na foto
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frente e verso) que possui bandas imobilizadas de anticorpos anti-camundongo correspondente
a cada um dos isotipos comuns de anticorpos de camundongo (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, IgM
e IgA) e para as cadeias leve Kappa e Lambda. Ambos os lados da tira também possuem uma
banda de controle positivo (+), 0 que indica que as esferas revestidas com anticorpo percorreram
a tira. O anticorpo monoclonal foi adicionado no tubo de desenvolvimento contém granulos de
latex ligados a anticorpos anti-Kappa e Lambda de camundongos, que reagem com qualquer
mAb independente do seu isotipo. O anticorpo percorreu pela membrana até encontrar seu
isotipo e formar uma banda azul. Observamos, pelo surgimento da marca azul, que o Lox-mAb3

pertence ao isotipo 1gG1 (Figura 15).
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Figura 15: Isotipagem do anticorpo monoclonal Lox-mAb3. O ensaio foi realizado de acordo com as
instru¢besdo fabricante (Roche). A amostra (1 pg/mL) foi diluida em PBS-1 % BSA e 150 pL dessa solucéo foi
usada. O resultado foi visualizado através do surgimento de uma banda azul.

5.4 IMUNOCARACTERIZACAO DO LOX-MAB3

A fim de determinar qual proteina do veneno de L. intermedia o anticorpo monoclonal
reconhece, um ELISA foi realizado. Placas de microtitulacdo foram sensibilizadas com
rMEPLoX, utilizada como controle positivo, ou com as proteinas recombinantes referentes as
principais toxinas envolvidas nos sintomas clinicos observados no loxoscelismo: rLALP1
(metaloprotease), rLiD (smase D) ou rLiHYAL (hialuronidase).

De acordo com os dados apresentados na Figura 16, pode-se observar que o0 mAb

reconhece rLALP1 mas néo reconhece rLiD ou rLIHYAL. N&o houve reatividade entre 19gG
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pré-imune e essas proteinas, o que indica que o Lox-mAb3 tem especificidade por

metaloproteases presentes no veneno de L. intermedia.
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Figura 16: Imunorreatividade do Lox-mAb3. Placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com 0,5pg/pogo de
rMEPLox (controle positivo), rLALPL, rLiD ou rLiHYAL. IgG pré-imune (controle negativo) e Lox-mAb3 (0,45
ng) foram testados. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (diluicdo 1:8000) foi utilizado como anticorpo
secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

Com o intuito de identificar a massa molecular da proteina reconhecida pelo LoxmAb3,
um Western Blot foi realizado com veneno de L. intermedia e o anticorpo monoclonal. De
acordo com a Figura 17, esse anticorpo identifica somente uma banda com mobilidade
eletroforética de aproximadamente 20 kDa. O soro anti-loxoscélico proveniente do CPPI,
utilizado como controle positivo, reconhece diferentes proteinas do veneno e o anticorpo
monoclonal mAb4B6E6 (ndo relacionado), utilizado como controle negativo, ndo reconhece

nenhuma proteina presente no veneno de L. intermedia, como ja esperado.
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Figura 17: Imunorreatividade do Lox-mAb3 por Western Blot. Veneno de L. intermedia (5ug) foi submetido
a SDS-PAGE 12,5% em condi¢des ndo redutoras. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
a qual foi incubada com (1) Soro comercial anti-loxoscélico do CPPI, utilizado como controle positivo (1:1000),
(2) Lox-mAb3 (0,5 pg/mL), (3) mAb4B6E6 (anticorpo ndo relacionado) (0,5 pg/mL), utilizado como controle
negativo. A ligacéo do anticorpo foi detectada pela incubagdo da membrana com IgG anti-camundongo conjugada
a HRP (diluicdo 1:8000). A membrana foi revelada utilizando DAB e Cloronaftol.

O perfil eletroforético do veneno de L. intermedia também foi analisado por Western
Blot em duas dimensdes. Utilizamos, na primeira dimenséo, o sistema IPG SDS-PAGE (strip
de 7 cm com pH variando entre 3-10 de forma ndo linear), para que as proteinas sejam
separadas conforme seu ponto isoelétrico. Na a segunda dimenséo, as proteinas foram separadas
conforme sua massa molecular em SDS-PAGE-12%. De acordo com a Figura 18 pode-se
observar que o Lox-mAb3 reconhece proteinas de carater catidnico, em torno de 20-25 kDa, 0

que corrobora o resultado obtido no Western Blot de uma dimenséo.
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Western Blot bidimensional. Na primeira dimensdo, as proteinas do veneno de L. intermedia (50 ug) foram
separadas quanto ao seu ponto isoelétrico em strip de 7cm, pH 3 a 10, ndo linear. Na segunda dimensdo, as
proteinas foram separadas quanto a sua massa, utilizando um gel de poliacrilamida 12%, em condi¢des redutoras.
Em A) membrana corada com ponsseou ap6s a transferéncia e em B) Western blot revelado por DAB e Cloronaftol.
Foi utilizado 0,5 pg/mL de Lox-mAb3 como anticorpo primario. IgG anti-camundongo conjugada & HRP (dilui¢do
1:8000) foi utilizada como anticorpo secundario.

Feitosa e colaboradores (1998) descreveram metaloproteases com massa molecular e
especificidade de substratos diferentes: (i) metaloproteases que degradam gelatina, com 32-35
kDa, (ii) e proteases que degradam gelatina, mas que possuem maior afinidade em degradar
fibrinogénio e fibronectina, com cerca de 20-28 kDa. De acordo com o resultado obtido no
Western blot, acredita-se que a proteina reconhecida pelo anticorpo monoclonal possua
atividade fibronectinolitia e fibrinogenolitica, que provavelmente esta associada a hemorragia
no local da mordida, em alguns casos na hemorragia sistémica e na coagulacao intravascular

disseminada (Feitosa et al., 1998).
5.5 AVALIACAO DA REATIVIDADE CRUZADA DO LOX-MAB3

A reatividade do Lox-mAb3 contra rMEPLoX (controle positivo) e os venenos de
L. intermedia, L. laeta (Brasil), L. gaucho e L. laeta (Peru) foi determinada por ELISA (figura
19). Os resultados mostram que o anticorpo monoclonal possui reatividade cruzada com todos
0s venenos de Loxosceles testados, mas ndo se observou reatividade entre a IgG pré-imune e

€SSeS venenos.
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Figura 19: Reatividade cruzada do Lox-mADb3. Placa de microtitulagdo foi sensibilizada com 0,5ug/pogo dos
venenos de L. intermedia, L. laeta (Brasil), L. galcho, L. laeta (Peru) ou rMEPLox, utilizada como controle
positivo. O anticorpo e a IgG pré imune (controle negativo) foram utilizados na concentracéo de 0,45 pg/poco.
IgG anti-camundongo conjugada a HRP (dilui¢do 1:8000) foi utilizada como anticorpo secundario. A absorbancia
das amostras foi determinada a 490 nm.

Posteriormente, esse reconhecimento foi avaliado por Western blot. Em adicdo aos
quatro venenos previamente analisados por ELISA, os venenos das aranhas L. similis e P.
nigriventer e 0s venenos das serpentes B. atrox, C. durissus e L. muta muta também foram
testados (Figura 20). O Lox-mAb3 reconheceu a maioria dos venenos loxoscélicos (L.
intermedia, L. laeta (Brasil), L. gaucho e L. laeta (Peru)), entretanto ndo houve reconhecimento
entre o anticorpo e os venenos das aranhas L. similis e P. nigriventer e 0s venenos das serpentes
B. atrox, C. durissus e L. muta muta, o que ja era esperado, uma vez que se tratam de venenos

de géneros diferentes, com exce¢do ao veneno de L. similis.
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Figura 20: Imunorreatividade entre Lox-mAb3 e venenos de aranhas e serpentes. Lox-mAb3 na concentracdo
de 0,5 pg/mL foi utilizado contra os venenos de (1) L. intermedia, (2) L. gaucho, (3) L. laeta (Brasil), (4) L. lacta
(Peru), (5) L. similis, (6) P. nigriventer, (7) B. atrox, (8) C. durissus e (9) L. muta muta. Veneno de L. intermedia
foi utilizado como controle positivo. A ligacdo do anticorpo foi detectada pela incubagdo da membrana com IgG
anti-camundongo conjugada a HRP (diluicdo 1:8000). A membrana foi revelada utilizando DAB e Cloronaftol.

Através das analises do Western blot foi possivel observar que as proteinas reconhecidas
possuem cerca de 20 kDa, o que corresponde ao tamanho de algumas metaloproteases. Esse
resultado indica que essas proteinas provavelmente possuem epitopos em comum, ao contrario
das metaloproteases do veneno de L. similis, uma vez que nao foi observado reconhecimento
do anticorpo pelo antigeno. A reatividade cruzada observada pode ser vantajosa caso 0 Lox-
mADb3 apresente potencial neutralizante, o que aumenta a possibilidade desse anticorpo

neutralizar a atividade de metaloproteases de outros venenos de aranhas do género Loxosceles.
5.6 MAPEAMENTO DOS EPITOPOS RECONHECIDOS PELO LOX-MAB3

Posteriormente, prosseguiu-se com 0 mapeamento dos epitopos lineares da
metaloprotease reconhecidos pelo Lox-mAb3, através da técnica de SPOT sintese. Para isso,
pentadecapeptideos sobrepostos por trés residuos cobrindo toda a sequéncia primaria da
metaloprotease (LALP1) de L. intermedia foram sintetizados em uma membrana de celulose
(Figura 21A e 21B). O padrao de ligacdo do Lox-mAb3 (1 pg/mL) a membrana, mostra o forte
reconhecimento de trés peptideos (62, 63 e 64) (Figura 21C), localizados na regido C terminal
da metaloprotease, 0s quais possuem, respectivamente, as seguintes sequéncias:
ENNTRTIGPFDYDSI, TRTIGPFDYDSIMLY, IGPFDYDSIMLYGAY, (destacadas em
vermelho na Figura 21B). Os peptideos reativos exibem uma sequéncia de 9 aminoacidos em
comum (190l GPFDYDSl1gg), mostrada em vermelho na Figura 21C.

Para visualizar a posicdo dos epitopos na metaloprotease determinados

experimentalmente, o modelo tridimensional de LALP1 foi utilizado. O epitopo encontrado
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(destacado em vermelho) € localizado préximo a regido Met-turn (destacada em verde) (Figura
21C e 21D). Essa regido é um elemento chave na funcdo dessas proteinas, uma vez que a
Metionina forma uma base hidrofébica para o atomo de zinco no sitio catalitico da enzima
(Bode, 1993).

A

Metaloprotease do tipo astacina 1 (LALP1-UniProt KB - AOFKN6|(VMPA_LOXIN)

MIKYIGVFAFLVGGFCHDFETVISNQDPIVDGMRLVEGDMLFDDGPLFTERNAVKYDQQLW
PNGEIVYEISPGLRQYEQIIREAMRTYEDNTCIKFRRRTNEADYVNIHVGDRCYSRVGKSF
RGGPQPLSLGRGCTDFGTILHELGHSVGFDHEHSRADRDEFLIIHKENIKNGSEHNFDKL
WENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYAFSKDTRKFKTMEPVEPGLPMKSVIQKGKLSYYDIVKVN
KLYKCPPVNPYPGGIRPYVNV

MIKYIGVFAFLVYGGF > RRRTNEADYVNIHVG FODYDSIMLYGAYAFS
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Figura 21: Mapeamento de epitopos da LALP1 reconhecidos pelo Lox-mAb3 pelo método de SPOT. A)
Sequéncia priméria da proteina LALP1. B) Lista dos peptideos derivados da sequéncia priméaria da LALP-1, de
acordo com o numero dos spots. C) Membrana de celulose contendo a sobreposi¢do de peptideos derivados da
sequéncia de LALP-1, incubada com Lox-mAb3 (1pg/mL). Ap6s a incubagdo com anticorpo secundario marcado
com fosfatase alcalina anti-camundongo, foi adicionado substrato MTT-BCIP revelando precipitados azul escuro
nos spots reativos na membrana. Os peptideos reativos exibem uma sequéncia de 9 aminoacidos em comum
destacada em vermelho. D) e E) Modelo de homologia de LALP-1 gerado pelo software PyMol, com a sequéncia
da proteina reconhecida pelo anticorpo destacada em vermelho e a sequéncia Met-turn destacada em verde.

A partir da localizacdo do epitopo na estrutura tridimensional da LALP1 (Figura 21E),
podemos observar que a regido reconhecida pelo Lox-mAb3 se encontra na superficie da
metaloprotease, 0 que poderia favorecer a ligacdo do anticorpo a proteina pela sua
acessibilidade.

O alinhamento entre metaloproteases do veneno das Loxosceles que apresentaram
reatividade cruzada por ELISA e Western blot foi realizado, a fim de avaliar a conservacdo da

sequéncia reconhecida pelo Lox-mAb3. Para o alinhamento foram utilizadas as sequéncias de



60

LALP1, LALP2, LALP3 (L. intermedia), LALP4 (L. laeta Brasil), LALP5 (L. gaucho) e as
LALPs LP1, 2, 3,4,5,6,7e8 (L. laecta Peru) (Figura 22).

Podemos observar que a sequéncia reconhecida pelo anticorpo, 190lGPFDYDSI1gg,
destacada em vermelho, com excecdo da Prois, € bem conservada entre as diferentes
sequéncias analisadas, o que poderia explicar a reatividade cruzada observada previamente
(Figuras 19 e 20). Esta sequéncia esta localizada préximo a regido Met-tur, em verde, que
também é bem conservada entre as metaloproteases. O alinhamento completo encontra-se na

sessao Anexos.

Espécie Toxina Sequéncia
L. intermedia LALP1 179 FDKLWENNTRTHRE PRI L¥GAYAFSKDTRKFKTMEPVE PGLPMKSVIQKGKLSYYD 238
L. intermedia LALP2 180 YRKTPSYMTRVIREP|INGNESM I ¥GETAGSRDPMH LKSMEANKPGVTLISSRYKDRLTDLD 239
L. intermedia LALP3 170 YEKRFENNTRVIREPIAERM I ¥GETDARKSGS - -VTIMKVKKPGATLVNASLKHELTALD 227
L. Laeta (Brazil) LALP4 82 FEKLWENKTRTj{E LY 114
L. gaucho LALPS 128 FEKLLESKTRTJSEPINedEMI ¥GSYAFSRDTEAVENHGTRRTRTPYEICHSKRKAELL- 186
L. laeta (Peru) LALP-LP3 171 FDKLWENRTRTHMENIINENHE 193
L. laeta (Peru) LALP-LP1 166 FKKKLENETRTJSEDINNeslHs 189
L. laeta (Peru) LALP-LP8 158 FKKKLENETRTHEEY|SNESEREMI ¥ 185
L. laeta (Peru) LALP-LP7 166 FKKKLENETRTJREDINONENH LY 196
L. laeta (Peru) LALP-LP2 161 FKKKLENETRTJREDISNesH 184
L. laeta (Peru) LALP-LP4 160 FKKKLENETRTHEDISS 189
L. laeta (Peru) LALP-LPS 160 FKKKLENETRTHSEDSNEIERM ¥ 189
L. Jaeta (Peru) LALP-LP6 158 FKKKLENETRTISE MLY 188

s 3 kk kk Kkkkkkk ok

Figura 22: Alinhamento entre metaloproteases de vemenos de Loxosceles. Alinhamento entre metaloproteases
LALP1, LALP2, LALP3 (L. intermedia), LALP4 (L. laeta), LALP5 (L. gatcho) e as LALPs LP1, 2,3, 4,5,6, 7
e 8 (L. laeta Peru) foi realizado utilizando o programa Clustal Omega. A sequéncia reconhecida pelo anticorpo
monoclonal esta destacada em vermelho, e a regido Met-turn em verde.

A fim de identificar os residuos de aminoacidos criticos no epitopo de LALP 1,
reconhecido pelo Lox-mAb3, uma série de andlogos de alanina do peptideo
(ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY) foi sintetizada e analisada através da técnica de SPOT
(Figura 23). Os resultados revelam que alguns residuos do peptideo ndo podem ser substituidos
sem que haja uma drastica reducéo na reatividade com o anticorpo, € o caso de: 11190, Gly191,
Pro192, Phel93, Tyr195, Asp196. Entretanto a substituicdo de Asp194 promove um aumento

no reconhecimento do anticorpo.
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Numero Sequéncia de
do SPOT Aminoacidos

ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYG
ANNTRTIGPFDYDSIMLYGAYG
EANTRTIGPFDYDSIMLYGAYG
ENATRTIGPFDYDSIMLYGAYG
ENNARTIGPFDYDSIMLYGAYG
ENNTATIGPFDYDSIMLYGAYG
ENNTRAIGPFDYDSIMLYGAYG
ENNTRTAGPFDYDSIMLYGAYG
ENNTRTIAPFDYDSIMLYGAYG
ENNTRTIGAFDYDSIMLYGAYG

1" ENNTRTIGPADYDSIMLYGAYG
12 ENNTRTIGPFAYDSIMLYGAYG L ]
13 ENNTRTIGPFDADSIMLYGAYG
14 ENNTRTIGPFDYASIMLYGAYG
15 ENNTRTIGPFDYDAIMLYGAYG
16 ENNTRTIGPFDYDSAMLYGAYG
17 ENNTRTIGPFDYDSIALYGAYG
18 ENNTRTIGPFDYDSIMAYGAYG
19 ENNTRTIGPFDYDSIMLAGAYG
20 ENNTRTIGPFDYDSIMLYAAYG
21 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGGYG
22 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAAG

23 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYA
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Figura 23: AlaninaScan. Uma série de analogos de alanina do peptideo reconhecido pelo anticorpo monoclonal
foi preparada por Spot sintese. A reatividade dos spots foi testada utilizando 1 pg/mL do Lox-mAb3. O peptideo
de referéncia estd na posicdo 1 e cada ponto adicional corresponde a um analogo de alanina. Cada barra representa
aintensidade da ligacdo de Lox-mAb3 com o peptideo de referéncia (primeira barra) ou com os peptideos analogos
no qual o residuo indicado foi substituido por alanina (destacado em vermelho).

5.7 POTENCIAL NEUTRALIZANTE DE Lox-mAb-3

Os resultados observados nos ensaios de Western blot mostraram que o Lox-mAb3
reconhece uma proteina de 20 kDa, 0 que pode corresponder a metaloproteases que possuem
fibronectina e fibrinogénio como substratos (Feitosa et al., 1998). Dessa forma, a neutralizacdo
da atividade fibrinogenolitica dessas metaloproteases foi avaliada. Para isso, utilizou-se
fibrinogénio humano (Fg), o qual possui trés subunidades Aa, Bf e y.

O veneno de L. intermedia (3ug) foi capaz de degradar a cadeia Aa do fibrinogénio
(linha 1). No entanto, a prevencao da digestdo da cadeia alfa pode ser observada quando o
veneno de L. intermedia (3ug) foi pré-incubado, por 1 h, com 25, 50 e 100 pg de Lox-mAb3
(linhas 3, 4 e 5) (Figura 24). De modo contréario, 10 pg de anticorpo monoclonal ndo foi capaz
de neutralizar a degracdo do fibrinogénio (linha 2). Esse resultado demonstra o potencial
neutralizante do anticorpo sobre a atividade fibrinogenolitica da metaloprotease presente no

veneno de L. intermédia.
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Figura 24: Neutralizacao de atividade fibrinogenolitica. SDS-PAGE 10% em condicdes redutoras foi realizado.
As cadeias Aa, Bf e y do fibrinogénio estdo indicadas no quadro a esquerda. A linha (Fg) apresenta fibrinogénio
sem tratamento (controle negativo), enquanto a linha (1) mostra a degradaco da cadeia alfa quando o fibrinogénio
é tratado com 3 pg de veneno de L. intermedia por 16h (controle positivo). Nas linhas seguintes, o veneno foi pré
incubado com concentra¢des de 10 pg (linha 2), 25 pg (linha 3), 50 pg (linha 4) e 100 pg (linha 5) Lox-mAb3.

5.8 CARACTERIZACAO DOS DEMAIS ANTICORPOS MONOCLONAIS

Com o objetivo de caracterizar os demais anticorpos monoclonais obtidos e confirmar o
resultado do ELISA (Figura 13), no qual alguns dos monoclonais obtidos ndo reconheciam o
veneno de L. intermedia, foi realizado um Westen blot para avaliar a reatividade dos
sobrenadantes celulares (5 mL) contra o veneno de L. intermedia. Pode-se concluir que apenas
0s monoclonais provenientes do hibridoma 4F5 (4F5B2, 4F5B6, 4F5D6 e 4F5G4) séo capazes
de reconhecer o veneno de L. intermedia (Figura 25). Existe a possibilidade que os clones que
somente reconhecem rMEPLoX reagem contra a cauda de histidina que essa proteina possui,

utilizada em sua purificagéo.
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Figura 25: Reatividade dos anticorpos monoclonais contra o veneno de L. intermedia. Os sobrenadantes dos
anticorpos monoclonais (5 mL) (1) 1G6A8, (2) 1G6A10, (3) 4F5B2, (4) 4F5G4, (5) 2E5D12, (6) 3BID3, (7)
4F5D6, (8) 4F5B6, (9) 2E5DS, (10) 2F1B2 e (11) 2F1B6 foram utilizados contra o veneno de L. intermedia (5
Kg). Foram utilizados soro anti-loxocelico (CPPI) como controle positivo (diluicdo 1:1000) e sobrenadante celular
de SP2/0 (5 mL) como controle negativo. A ligacdo do anticorpo foi detectada pela incubacdo da membrana com
IgG anti-camundongo conjugada a HRP (diluicdo 1:10000) e IgG anti-cavalo conjugada a HRP (diluicdo 1:50000).
A membrana foi revelada utilizando DAB e Cloronaftol.

Além do Lox-mADb3, apenas trés clones reconheceram o veneno de L. intermedia e esses
clones sdo provenientes do mesmo hibridoma (4F5). Por isso, ensaios de SPOT foram
realizados para avaliar se 0s mAbs 4F5B2, 4F5D6 e 4F5G4 reconheciam epitopos diferentes
do epitopo reconhecido por Lox-mAb3. Foi possivel observar que todos os trés anticorpos
monoclonais reconhecem o mesmo epitopo na metaloprotease do veneno de L. intermedia,
(dados ndo mostrados), representado por trés spots (62, 63 e 64), 0s quais possuem as
sequéncias ENNTRTIGPFDYDSI, TRTIGPFDYDSIMLY, IGPFDYDSIMLYGAY,
respectivamente. A reatividade na membrana se deu de forma bastante semelhante entre os
anticorpos monoclonais testados quando comparados a Lox-mAb3, sugerindo que podem se

tratar de um mesmo anticorpo, uma vez que foram originados das mesmas céluas mée.
5.9 PRODUCAO DE NOVOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

Uma vez que nosso grupo de pesquisa previamente produziu mAbs contra fosfolipase
D e no presente trabalho foi produzido um anticorpo monoclonal contra metaloproteases,
buscou-se, em continuidade ao trabalho, produzir anticorpos monoclonais contra hialuronidases
do veneno de L. intermedia, visando produzir um pool de anticorpos monoclonais contra as

pricipais proteinas de importancia médica.
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Dessa forma, cinco camundongos Balb/c receberam como imundgeno, via subcutéanea,
50 pg da proteina rMEPLoOX. Esses animais foram hiperimunizados, recebendo 12 doses dessa
proteina a cada 15 dias para estimular a producgdo de anticorpos contra hialuronidase. Sete dias
apos a quarta, oitava e décima-segunda doses, uma amostra de sangue de cada camundongo foi
retirada e a reatividade dos soros desses animais contra rMEPLox foi avaliada por ELISA
indireto (Figura 26).

Todos os cinco animais imunizados produziram anticorpos contra rMEPLoOX e pode-se
observar que a reatividade aumentou a medida em que se aumentava a quantidade de
imunizagdes (Figura 26). Com excecdo do Animal 2, todos 0s outros animais apresentaram
valores de reatividades similares frente a rMEPLOX e soro pré-imune ndo reagiu a essa proteina,

demonstrando especificidade da reacdo.

[ 4° dose

3 B 58° dose
Il 12° dose

1-

u-

Anlmal 1 Anlmal 2 Anlmal 3 Anlmal 4 Anlmal 5
Seoro anti-rMEPlox 1/800

Abs 490 nm
i

Figura 26: Imunorreatividade dos soros anti-rMEPLo0x contra a proteina recombinate de Loxosceles. Placa
de microtitulagéo foi sensibilizada com 0,5ug/poco de rMEPLoX. Soro pré-imune (Pl), utilizado como controle
negativo, e soros anti-rMEPLox de cinco camundongos (diluicdo 1:800) foram testados. 1gG anti-camundongo
(diluig¢do 1:10000) conjugada a HRP foi utilizada como anticorpo secundario. Os valores representam a média das
duplicatas. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

Posteriormente, realizou-se ensaios de SPOT, a fim de avaliar a reatividade dos soros
imunes dos Animais 1, 3 e 4 frente aos epitopos que compdem a rMEPLox (Figura 27 B). O
SPOT foi feito com os soros desses animais porque apresentaram melhor reatividade por ELISA
contra a rMEPLox. Para isso, 57 peptideos sobrepostos por 3 residuos de aminoacidos foram
previamente preparados (Figura 27A) cobrindo a sequéncia completa de aminoacidos da
rMEPLox.

A Figura 27 B mostra o padrdo de ligacao dos soros anti-rMEPLox dos camundongos

1, 3 e 4, que apresentaram titulos de soro mais elevados aos peptideos ligados a membrana. Os
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nove epitopos presentes na composi¢do de rIMEPLox foram reconhecidos por soros imunes de
camundongos, seis deles tiveram sua sequéncia completamente reconhecida, Li Smase Epi 1
(DFSGPYLPSLPTLDA), LALP1 Epi 1 (SLGRGCTDFGILHE), LALP1 Epi2
(ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY), LALP1 Epi 3 (KLYKCPPVNPYPGGIRPYVNV), LID
Epi 1(NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP) e LID Epi2 (CKKYENFNDFLKGLR). Os
outros epitopos foram parcialmente reconhecidos: LID Epi 3 (NCNKDHLFACW) Li Hyal
Epil (NGGIPQLGDLKAHLEKSAVDI) e Li Hyal Epi 2 (ILDKSATGLRIIDWEAWR). Os
aminoacidos ndo reconhecidos pelos soros imunes estdo destacados em negrito. Em contraste,
apenas o soro imune do camundongo 3 reconhece o epitopo LiHyal Epil.

Dessa forma, pode-se observar que a reatividade dos soros foi semelhante, porém o
camundongo 3 apresentou reconhecimento frente aos epitopos de hialuronidase (epitopos 31,
32, 33, 34, destacados em vermelho) (NGGIPQLGDLKAHLEKSAVDI), os quais ndo foram
reconhecidos pelos soros 1 e 4. Por essa razdo, o Animal 3 foi selecionado para produzir
anticorpos monoclonais. Sendo assim, em seguida esse animal recebeu uma dose reforgo de 5

pg de rMEPLoX, via endovenosa.
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Figura 27: Mapeamento de epitopos da rMEPLox reconhecidos pelos soros imunes pelo método de SPOT.
A) Lista dos peptideos presentes na composicdo da rMEPLox, de acordo com o nimero dos spots. B) Membrana
de celulose contendo a sobreposicdo de peptideos derivados da sequéncia de rMEPLoX, incubada com soros dos
animais imunes (diluidos 1:400). Apds a incubacdo com anticorpo secundario anti-camundongo, marcado com
fosfatase alcalina, foi adicionado substrato MTT-BCIP revelando precipitados azul escuro nos spots reativos na
membrana. Os peptideos de hialuronidase reconhecidos pelo soro do animal 3 estao destacado em vermelho.
Trés dias apos a dose reforco, as células do baco do camundongo 3 foram retiradas e
fusionas as células de mieloma (sp2/0) e distribuidas em 5 placas de cultivo celular de 96 pocos.
Os hibridomas ficaram incubados em estufa de CO; a 5% por 15 dias, quando parte do
sobrenadante celular foi retirado (50 pL) para a realizacdo do primeiro screening. Apenas um
poco contendo hibridomas que estavam secretando anticorpos contra a rMEPLoOX (po¢o 5G5)
foi obtido, uma vez que apenas ele apresentou reatividade contra a proteina por ELISA.
Posteriormente, as células do pogo 5G5 foram subclonadas por meio de diluicdo
limitante de forma que houvesse apenas 1 célula por poco. Sete dias apds a subclonagem o0s
pocos contendo apenas uma colbnia foram marcados, e ap6s mais sete dias, 0s sobrenadantes
coletados e um novo ELISA foi performado contra rMEPLox. Foram obtidos quatro clones
secretores de anticorpos anti-rMEPLox (5G5B2, 5G5G5, 5G5B11 e 5G5H8) no qual o

anticorpo 5G5H8 apresentou maior reatividade frente a rMEPLox (Figura 28).
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Figura 28: Imunorreatividade dos sobrenadantes celulares do hibridoma 5G5 e dos clones contra rMEPLox.
Placa de microtitulagéo foi sensibilizada com 1pg/pogo de rMEPLOX. Os sobrenadantes celulares dos hibridomas
(50 pL) foram usados como anticorpo primario. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (diluicdo 1:10000) foi
utilizada como anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

5.9 IMUNORREATIVIDADE DOS mAbs CONTRA AS PROTEINAS DO VENENO DE

L. intermedia.

A reatividade dos sobrenadantes celulares dos clones 5G5B2, 5G5B11 e 5G5H8 (100
uL) foi avaliada por ELISA contra as proteinas recombinantes rLALP1, rLID1 e rLiHYAL. A
viabilidade celular do clone 5G5G5 foi prejudicada, uma vez que essas células ndo foram
capazes de expandidas em cultura. Por esse motivo nédo foi possivel analisar a reatividade deste
clone.

Observou-se que os clones secretavam anticorpos que reconheciam rLALP1 (Figura
29), da mesma forma que Lox-mAb3, mas ndo reconheciam phospolipase D ou hialuronidase.
Como esperado, o controle negativo (sobrenadante celular da SP2/0) ndo reconheceu nenhuma

das proteinas testadas.
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Figura 29: Imunorreatividade dos sobrenadantes celulares 5G5H8, 5G5B2 e 5G5B11. Placas de
microtitulagdo foram sensibilizadas com 0,5pg/poco de rMEPLox (controle positivo), rLALP1, rLiD1 ou
rLiHYAL. Sobrenadante celular da SP2/0 (100 L) e soro anti-rMEPLox (diluicdo 1:100) foram usados como
controle negativo e positivo, respectivamente. IgG anti-camundongo conjugado a HRP (dilui¢cdo 1:10000) foi
utilizado como anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

Posteriormente, a reatividade dos anticorpos monoclonais contra o veneno de L.
intermedia foi avaliada por ELISA. Observou-se que, assim como os clones 1G6A8, 1G6A10,
2E5D8, 2E5D12, 3B9D3, 2F1B2 e 2F1B6 (obtidos na primeira producdo de anticorpos
monoclonais), os clones 5G5H8, 5G5B2 e 5G5B11 reconhecem a rMEPLox, mas néo

reconhecem o veneno de L. intermedia (Figuras 13 e 30).
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Figura 30: Imunorreatividade dos sobrenadantes dos subclones contra rMEPLox e 0 veneno de L.
intermedia. Placa de microtitulagdo foi sensibilizada com 1pg/pogo de rMEPLOX e veneno de L. intermedia.
Sobrenadante celular dos clones (100 pL) foi utilizado como anticorpo primario. Soro anti-rMEPLox do
camundongo 3 diluido 1:100 foi utilizado como controle positivo e sobrenadante celular de SP2/0 foi usado como
controle negativo (100 pL). IgG anti-camundongo conjugado a HRP (diluicdo 1:10000) foi utilizada como
anticorpo secundario. A absorbancia das amostras foi determinada a 490 nm.

Para confirmar o resultado obtido por ELISA, veneno de L. intermedia (5 pg) foi
transferido para membrana de nitrocelulose e, ap6s o bloqueio, incubado com
sobrenadantes celulares (5 mL) dos mAbs 5G5H8 e 5G5B11. Nao foi possivel observar
reconhecimento do veneno por esses anticorpos monoclonais, assim como observado no
ELISA. De forma contraria, o soro do CPPI foi capaz de reconhecer diferentes proteinas

do veneno. Também ndo foi observado reatividade entre 0 monoclonal mAb4B6E6 e o
veneno, como ja esperado (Figura 31). A reatividade do mAb 5G5B2 contra o veneno de

L. intermedia ndo foi analisada por Western blot porque o mesmo parou de secretar

anticorpos.
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Figura 31: Imunorreatividade dos mAbs 5G5H8 e 5G5B11 por Western Blot. Veneno de L. intermedia (519)
foi submetido a SDS-PAGE 12,5% em condigdes ndo redutoras. As proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose, a qual foi incubada com Soro comercial anti-loxoscélico do CPPI (controle positivo), na diluigdo
1:1000 ou sobrenadante celular de (A) 5G5H8, (B) 5G5B11 (5 mL) ou mAb4B6E6 (controle negativo) (0,5
pg/mL). A ligacéo do anticorpo foi detectada pela incubagdo da membrana com 1gG anti-camundongo conjugada
a HRP (diluicdo 1:10000). A membrana foi revelada utilizando DAB e Cloronaftol.

Posteriomente, avaliou-se a reatividade dos sobrenadantes celulares 5G5H8 e 5G5B11
contra rMEPLoX, veneno de L. intermedia, rLALP1 ou rLiD1, sob condigdes redutoras,
utilizando maiores concentragfes das amostras (15 pg) (Figura 32). Mesmo submetendo o
veneno de L. intermedia a condic¢des redutoras, na qual o epitopos estdo mais expostos, 0s
clones ndo foram capazes de reconhecé-lo. Esperava-se que com uma maior exposicao dos
epitopos os anticorpos monoclonais fossem capazes de reconhecer o veneno de L. intermedia.
Da mesma forma, também nao reagiram contra a fosfolipase recombinante rLiD1. Entretanto,
mADb 5G5H8 e 5G5B11 foram capazes de reconhecer rMEPLoX, como esperado, e a

metaloprotease recombinante rLALP1.
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Figura 32: Imunorreatividade dos mAbs 5G5H8 e 5G5B11 por Western Blot. rMEPLoOX, veneno de L.
intermedia, rLALP1 e rLiD1 (15 pg) foram submetidos a SDS-PAGE 12,5% em condicGes redutoras. As proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com (A) sobrenadante do clone 5G5H8
(5mL) ou (B) sobrendante do clone 5G5B11 (5 mL). A ligacdo do anticorpo foi visualizada pela incubacédo da
membrana com 1gG anti-camundongo conjugada & HRP (dilui¢do 1:10000). A membrana foi revelada utilizando
DAB e Cloronaftol.

5.10. REATIVIDADE DOS mAbs 5G5H8 E 5G5B11 CONTRA rMEPLox POR SPOT

Em seguida, a fim de compreender o motivo dos mAbs 5G5H8 e 5G5B11 reconhecerem
metaloprotease, mas nao o veneno de L. intermedia, a técnica de SPOT foi realizada utilizando
a membrana que contém a sequéncia completa da rMEPLoX, a fim de avaliar qual epitopo
presente na rIMEPLoX era reconhecido na estutura da metaloprotease. Entretanto, ndo pudemos
observar nenhum padrdo de reconhecimento entre os sobrenadantes celulares dos anticorpos
monoclonais 5G5H8 e 5G5B11 e a rMEPLoX, indicando que os anticorpos reconhecem algum
epitopo conformacional presente na estrutura da rMEPLOX, 0 qual ndo estd presente em
proteinas do veneno, mas que provavelmente estd presente na metaloprotease recombinante

quando ela assume sua conformacéo (Figura 33).
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Figura 33: Mapeamento de epitopos da rMEPLox por SPOT. Reatividade do mAbs A) 5G5H8 e B) 5G5B11
contra epitopos lienares na membrana da rMEPLox. Membrana de celulose contendo a sobreposigéo de peptideos
derivados da sequéncia de rMEPLox foi incubada com 5mL de cada anticorpo monoclonal. Ap6s a incubagdo com
anticorpo secundario anti-camundongo, marcado com fosfatase alcalina, foi adicionado substrato MTT-BCIP. N&o
foi observado padrdo de reconhecimento entres os mAbs e 0s epitopos presentes na membrana.




73

6. DISCUSSAO

Acidentes causados por mordidas de aranhas marrom, nomeado Loxoscelismo, séo
reportados em todo o mundo e constituem um problema de satde publica em diferentes paises,
incluindo o Brasil. O loxoscelismo pode se apresentar sob duas formas: Loxoscelismo cutaneo
ou sistémico, sendo este Ultimo caracterizado por manifestacfes clinicas significativas, que
podem evoluir para insuficiéncia renal aguda e morte em casos mais graves (MALAQUE et al.,
2016; CHAVES-MOREIRA et al., 2017).

O tratamento mais eficaz para o loxocelismo se baseia na utilizacao de antiveneno, o
qual apresenta grande potencial se administrado nas primeiras horas ap6s 0 envenenamento
(PAULI et al., 2006; MALAQUE et al., 2016). Entretanto, existem alguns problemas
relacionados ao uso e producdo dos antivenenos (reacdes adversas, alto nimero de animais
utilizados na producdo dos soros, composicéo heterdloga dos componentes do antiveneno, entre
outros), e praticamente nenhuma melhoria tem sido feita ao longo dos anos no processo de
desenvolvimento dos soros (HOGAN et al., 2004; LAUSTSEN et al., 2018; FIGUEIREDO et
al., 2014). Esses problemas limitam o uso desses anticorpos na terapia do loxoscelismo,
tornando-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias experimentais na producéo de
antivenenos.

Por essa razdo, buscou-se nesse trabalho desenvolver anticorpos monoclonais que
possam ser aplicados no tratamento do loxoscelismo. Nosso grupo de pesquisa previamente
produziu anticorpos monoclonais neutralizantes contra fosfolipase-D de L. intermedia
(ALVARENGA et al., 2003; DIAS-LOPES et al., 2014). Atualmente, o presente trabalho
buscou desenvolver anticorpos monoclonais contra metaloproteases e hialuronidases presentes
no veneno de Loxosceles, a fim de, posteriormente, estabelecer um tratamento experimental
utilizando um pool de mAbs, uma vez que os sintomas clinicos do envenamento sdo resultado
da acdo sinérgica dessas toxinas.

Para isso, uma proteina recombinante multiepitépica (rMEPLo0X) constituida de
epitopos de células B derivados das trés principais familias de toxinas presentes no veneno de
Loxosceles (fosfolipase D, metaloprotease e hialuronidase) foi utilizada como imundgeno para
produzir anticorpos monoclonais. Assim, camundongos Balb/c receberam quatro doses de
rMEPLoX e todos apresentaram anticorpos contra essa proteina por ELISA ao fim do ciclo de
imunizacdo (Figura 10). O Animal 1 apresentou reatividade mais desejavel contra rMEPLoOX e
por isso suas células B foram fusionadas as células de mieloma gerando 9 pocos contendo

hibridomas secretores de anticorpos no primeiro screening (Figura 11). Posteriormente, essas
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celulas foram subclondas por meio de diluicdo limitante, resultando no segundo screening 12
anticorpos monoclonais anti-rMEPLox (Figura 12). Entretanto, somente os mAbs 4F5B2,
4F5B6 (Lox-mAb3), 4F5D6 e 4F5G4 reconheceram o veneno de L. intermedia por ELISA e
Western Blot (Figura 13 e 25). O anticorpo 4F5B6 apresentou uma reatividade comparavel ao
soro policonal anti-rMEPLox (controle positivo) contra o veneno de L. intermedia no ELISA
(Figura 13) e, por essa razdo, foi escolhido para ser caracterizado e passou a ser chamado de
Lox-mAb3. Esse anticorpo foi purificado e demonstrou possuir reatividade por ELISA contra
rMEPLox ap0s essa etapa (Figura 14).

Lox-mAb3 reconhece metaloprotease do veneno de L. intermedia por ELISA, mas ndo
reconhece fosfolipase-D ou hialuronidase (Figura 16). Por Western blot, observamos que esse
anticorpo é reativo contra proteinas de aproximadamente 20 kDa presentes no veneno de L.
intermedia (Figura 17). Feitosa e colaboradores (FEITOSA et al., 1998) descreveram
metaloproteases com diferentes tamanhos e afinidades por substratos distintas: (i)
metaloproteases com capacidade de degradar gelatina com cerca de 32-35 kDa e (ii)
metaloproteases que possuem afinidade por gelatina, mas apresentam maior especificidade por
fibrinogénio e fibronectina, aléem de possuirem mobilidade eletroforética de 20-28 kDa. Nossos
dados sugerem que Lox-mAb3 reconhece metaloproteases com atividade fibrino e
fibronectinolitica, uma vez que o anticorpo reconhece proteinas com cerca de 20 kDa.

Lox-mAb3 também reconhece metaloproteases presentes em venenos de outras espécies
de Loxosceles: L. laeta (Brasil), L. gaucho e L. laeta (Peru) (Figuras 19 e 20). Os dados obtidos
por Trevisan-Silva e colaboradores (2010) corroboram com os achados desse trabalho, uma vez
que demonstraram que anticorpos policlonais anti-LALP1 foram capazes de reconhecer
metaloproteases dos venenos de L. intermedia, L. laeta (Brasil) e L. gaucho, o que indica que
as metaloproteases presentes nesses venenos sdo conservadas entre si (TREVISAN-SILVA et
al., 2010). Observaram também, que soros anti-L. intermedia, anti-L. laeta e anti-L. gaucho
tinham um padrdo de reconhecimento de LALP-1 muito semelhante. Dias-Lopes et al., 2014
demonstraram que LiD1mAb-16 reconhece fosofolipases-D de outras espécies de Loxosceles.
Guilherme et al.; 2001 relatou a reatividade cruzada entre MoALg1 e os venenos de L. gaucho
e L. intermedia, o que reforca a ideia de que 0os componentes dos venenos loxoscélicos sdo bem
similares dentro do género dessas aranhas, o que poderia explicar a reatividade cruzada dos
anticorpos. Por outro lado, Lox-mAb3 nédo reconheceu metaloproteases de diferentes géneros
de serpentes (Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus), reforcando gque esse reconhecimento é
especifico ao género Loxosceles. Guilherme et al., 2001 observaram que o perfil eletroforético

dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho s&o similares entre si, mas diferem dos perfis
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de outros venenos como L. muta, C. durissus terrificus, B. jararaca, T. serrulatus e P.
nigriventer.

Apesar dos venenos de espécies de Bothrops e Lachesis apresentarem grandes
quantidades de metaloproteases em sua composicao (HATAKEYAMA et al., 2020; Pla et al.,
2013), essas proteinas pertencem a uma familia distinta de metazincinas, as adamalysinas |1
(W. STOCKER et al., 1995), as quais sdo diferentes das metaloproteases do tipo astacina
presente nos venenos loxoscélicos. Além do fato das metaloproteases serem de familias
diferentes nos venenos de serpentes e aranhas, 0s géneros de serpentes Micrurus e Crotalus
possuem menos de 1% do contetdo do veneno referente a metaloproteases (SANZ ET AL.,
2019; TASIMA et al., 2020), o que reforga 0 ndo reconhecimento entre Lox-mAb3 e esses
Venenos.

Lox-mAb3 tambem ndo reconhece o veneno da aranha P. nigriventer. Até 0 momento
as metaloproteases presentes nesse veneno sao pouco descritas, mas sabe-se que ha trés classes
diferentes dessas proteases (reprolisinas, neprolisinas e astacinas), as quais representam cerca
de 5% do contetido do veneno (DINIZ et al., 2017). A falta de reconhecimento entre Lox-mAb3
e 0 veneno de P. nigriventer pode ser devido a baixa concentracdo de metaloproteases do tipo
astacina em sua composicéo, ou talvez, essas proteases dos venenos de Phoneutria e Loxosceles
ndo compartilham o epitopo reconhecido por Lox-mAb3.

A observacdo de que este anticorpo monoclonal polivalente reconhece uma
metaloprotease de diferentes espécies de Loxosceles, somada ao fato de Lox-mAb3 pertence a
subclasse 1gG1, sugere seu potencial para o tratamento de acidentes causados por aranhas do
género Loxosceles. Guilherme e colaboradores (2001) também relataram que os quatro
anticorpos monoclonais desenvolvidos contra a fosfolipase-D pertenciam a classe IgG1. Do
ponto de vista terapéutico, a IgG1 é frequentemente o isotipo preferivel no desenvolvimento de
drogas, devido a sua alta capacidade de provocar funcdo efetora e por exibir alta estabilidade.
A 1gG3 exibe funcdo efetora semelhante a 1gG1, mas raramente é usada no desenvolvimento
de medicamentos devido a sua meia-vida sérica curta e sua instabilidade. Ja a 1gG2 e 1gG4
apresentam funcdo efetora reduzida (Buss et al., 2012).

Posteriormente, o epitopo reconhecido por Lox-mAb3 foi mapeado através da sua
ligacdo a peptideos imobilizados em membrana de celulose cobrindo a sequéncia de LALP1 do
veneno L. intemedia. Os resultados mostram que Lox-mAb3 reconhece fortemente trés SPOTSs
(62, 63 e 64) que corresponde a sequéncia C-terminal de LALP1
(1s4ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY205) (Figura 22A, 22B e 22C). Todos 0s peptideos

reativos compartilham uma sequéncia contendo nove residuos de aminoacidos



76

190lGPFDYDSl195 em comum. E relevante notar que esta sequéncia (190l GPFDYDSl1gs) esta
localizada perto de um importante residuo de metionina conservado dentro de uma regido Met-
turn (MXY) da metaloprotease, cujo residuo de tirosina pode estar envolvido na ligacdo do
substrato. Dia-Lopes et al., 2014 também mapearam epitopos lineares (contendo 6 residuos de
aminodcidos) reconhecidos pelo LiD1mAb16 através da técnica de SPOT e demonstraram que
essa técnica é eficaz no mapeamento de alguns antigenos.

Em seguida, mapeou-se os residuos criticos envolvidos na interacdo do anticorpo Lox-
mADb3 e a metaloprotease através de esaio de alanina scan. Os resultados obtidos mostram que
0s residuos de aminoacidos 1900GPFDYDS197 presentes da sequéncia do peptideo
1864ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY 205 sd0 importantes para a ligagdo de Lox-mAb3 (Figura
24). Todos esses aminoacidos, com excecdo do Pro192, sdo estritamente conservados entre as
sequéncias de metaloproteases de L. intermedia, L. gaducho e L. laeta (Brasil e Peru) (Figura
23), o que explica a reatividade cruzada deste anticorpo com varias isoformas de metaloprotease
(Figuras 20 e 21). O residuo de Pro192 é conservado em 31% das sequéncias analisadas. Com
base no modelo 3D de LALPL, (UniProtKB-AOFKN6) (VMPA_LOXIN) foi demonstrado que
a sequéncia 190l GPFDYDS197 é exposta na superficie da proteina, o que favorece a ligagéo de
Lox-mAb3 ao seu substrato (Figura 22D e 22E). A ligacdo de Lox-mAb3 na metaloprotease
pode gerar um impedimento estérico, dificultando a ligacéo do substrato na proteina.

Uma vez que os resultados obtidos por ELISA e Western blot demonstraram que Lox-
mADb3 reconhece metaloproteases com cerca de 20 kDa, foi realizado o ensaio de neutralizacao
in vitro, no qual avaliamos a capacidade do anticorpo monoclonal neutralizar a atividade
fibrinogenolitica, visto que metaloproteases com essa massa molecular possuem capacidade de
degradar a cadeia alfa do fibrinogénio (FEITOSA et al., 1998). Dessa forma, a neutralizacéo da
atividade fibrinogenolitica de metaloproteases do veneno de L. intermedia foi avaliada. A
clivagem da fibronectina e do fibrinogénio por metaloproteases tem papel importante na
patogénese do loxoscelismo, como hemorragia no local da mordida, dificuldade de cicatrizacao
de feridas e pode também aumentar a permeabilidade das estruturas dos tecidos, facilitando a
disseminagdo de outras toxinas por todo o corpo da vitima (GOMIS-RUTH et al., 2012)(DA
SILVEIRA et al., 2007). O anticorpo monoclonal gerado neste estudo foi capaz de neutralizar
a atividade fibrinogenolitica causada pela a¢do da metaloprotease. O veneno de L. intermedia
(3 p1g) degradou a cadeia a do fibrinogénio (Figura 24). No entanto, a pré-incubagdo do veneno
com Lox-mAb3 (25, 50 e 100pug) mostrou uma redugdo na degradagdo da cadeia a, sugerindo
que 0 uso da quimera recombinante como imundgeno na geragao de anticorpos monoclonais

induziu a produgdo de um anticorpo capaz de neutralizar a atividade fibrinogenolitica da
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metaloprotease. Portanto, sugere-se que a utilizagdo desse anticorpo na terapia contra o
loxoscelismo poderia levar a uma diminuicdo nos distdrbios hemorragicos causados pelo
veneno de Loxosceles.

Khanongnoi et al., 2018 demonstraram que fragmentos varidveis de anticorpos humanos
de cadeia simples (HuscFvs) sdo capazes de neutralizar a atividade fibrinogenolitica de uma
metaloprotease presente no veneno da serpente Naja kaouthia, mencionando o potencial
terapéutico de anticorpos capazes de neutralizar a atividade metaloproteésica e os efeitos
hemorragicos dessas proteinas. Schneider et al., 2016 utilizaram epitopos mapeados por SPOT
para gerar anticorpos policlonais contra a metaloprotease Atroxilisina-1 do veneno da serpente
Bothrops atrox. O anticorpo produzido foi capaz de neutralizar a atividade fibrinogenolitica in
vitro dessa proteina, além de neutralizar a atividade hemorrégica in vivo. De forma semelhante,
Souza et al., 2020 demonstraram que fragmentos de anticorpos direcionados a metaloproteases
do veneno da serpente Bothrops pauloensis foram capazes de neutralizar a atividade
fibrinogenolitica do veneno total e de metaloproteases purificadas, assim como a atividade
hemorrégica do veneno in vivo, corroborando os indicios de que anticorpos que neutralizam a
degradacéo do fibrinogénio podem ter poténcial terapéutico contra hemorragias desencadeadas
por animais peconhentos.

Anticorpos policlonais, previamente produzidos utilizando rMEPLox como imundgeno
em coelhos, também foram capazes de neutralizar a fibrinogenolise induzida por L. intermedia
(Limaet al., 2018). No entanto, essa neutralizacao foi observada apenas em altas concentracdes
de anticorpos, como 100ug. Diferente do que foi observado para Lox-mAb3, que foi capaz de
prevenir a degradagao do fibrinogénio em concentragdes mais baixas (25ug) (Figura 24). Um
provavel motivo para a necessidade de maiores concentracdes de anticorpos policlonais para
neutralizar as atividades das toxinas, seria a presenca, nos antivenenos, de um grande numero
de IgGs que ndo sao direcionados as toxinas do veneno, mas a outros antigenos com o0s quais o
animal imunizado entrou em contato durante sua vida. Os anticorpos monoclonais, por sua vez,
apresentam um unico isotipo, especificidade definida e todos os anticorpos selecionados tém
capacidade neutralizante (LAUSTSEN et al., 2018; ALVARENGA et al., 2014). Portanto, um
pool de anticorpos monoclonais direcionados as diferentes toxinas do veneno que sao
clinicamente importantes pode ser vantajoso para a melhora no tratamento dos
envenenamentos.

Dessa forma, tentou-se produzir anticorpos monoclonais contra hialuronidases do
veneno de Loxosceles. Essas proteinas, apesar de pouco expressas no veneno, apresentam

relevante importancia na clinica do loxoscelismo por degradarem acido halurdnico, principal
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componente da matrix extracelular. Hialuronidases no veneno de Loxosceles tém sido sugeridas
como fatores de disseminacdo que aumentam a difusdo de outras toxinas e no espalhamento
gravitacional da dermonecrose, sendo sua neutralizacdo uma importante estratégia na reducéao
dos danos causados pelo envenenamento (DA SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al., 2013).

Lima et al., 2018 observaram que um soro anti-hialuronidase reconhece fracamente os
epitopos lineares presentes na hialuronidase, sugerindo que essa proteina possui epitopos
lineares pouco imunogénicos. Portanto, para se produzir os anticorpos monoclonais contra
hialuronidases, camundongos Balb-C foram hiperimunizados com 12 doses de rMEPLox, a fim
de gerar uma maior resposta imunol6gica nesses animais contra 0s epitopos dessa proteina.
Através de ensaio de ELISA (Figura 26) observamos que todos 0s animais estavam secretando
anticorpos contra a proteina rMEPLox de forma similar, com valores de absorbancia proximos
de 3 ap0s as 12 doses da proteina. Para saber qual dos animais seria utilizado na producédo de
mADbs, ensaios de SPOT foram realizados utilizando os soros imunes desses camundongos, e
pOde-se observar que o Animal 3 reconhecia os spots 31, 32, 33 e 34 na membrana de rMEPLOX,
0s quais séo referentes ao epitopo de hialuronidase (Figura 27). Dessa forma, as células do
baco do Animal 3 foram utilizadas na producdo de mAbs. Foi obtido apenas um hibridoma
secretor de anticorpos contra rMELoXx, 5G5, o qual foi clonado gerando 4 clones secretores de
anticorpos, 5G5H8, 5G5B2, 5G5B11 e 5G5G5 (Figura 28). Desses hibridomas, dois nao
puderam ser expandidos para posterior caracterizagdo (5G5B2 e 5G5G5). Ja os clones 5G5H8
e 5G5B12 foram expandidos e os sobrenadantes celulares coletados.

Por meio de ensaios imunologicos (ELISA e Western blot) pudemos observar que esses
anticorpos reconhecem rMEPLo0x mas ndo o veneno de L. intermedia (Figuras 30, 31 e 32).
Curiosamente, os anticorpos 5G5H8 e 5G5B11 reconhecem a metaloprotease recombinante, e
ndo reconhecem fosfolipase D (rLiD1) ou hialuronidases recombinantes (rLiHYAL). Dessa
forma, precisa-se investigar melhor o motivo pelo qual esse monoclonais reconhecem
metaloprotease, mas ndo o veneno inteiro de L. intermedia. Em um primeiro momento,
acreditava-se que esses anticorpos estariam reconhecendo a cauda de histidina, utilizada para
purificar as proteinas recombinantes. Porém, ndo se observou reatividade com a rLiD1 que
também possui a calda de histidina em sua estrutura, descartando essa possibilidade. Entretanto,
a rMEPLox e a metaloprotease recombinante podem assumir uma conformacdo que expde
epitopos conformacionais semelhantes, uma vez que através da técnica de SPOT os mAbs
5G5H8 e 5G5B11 nédo reconhecem epitopos lienares na rMEPLox (Figura 33).

Sendo assim, esses anticorpos nao reconhecem o veneno e, portanto, ndo sao Uteis no

tratamento do loxoscelismo. Por esse motivo, novos anticorpos monoclonais que reconhegam
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hialuronidases ainda necessitam ser desenvolvidos, e a proxima etapa desse trabalho serd
produzi-los através de uma nova abordagem de imunizacdo, utilizando epitopos de
hialuronidase previamente mapeados por Lima et al., (2018).

Em suma, durante este trabalho um anticorpo monoclonal (Lox-mAb3) que reconhece
metaloproteases resposaveis pelos distlrbios hemorragicos do Loxoscelismo foi produzido.
Esse anticorpo possui potencial neutralizante, uma vez que preveniu a degradacdo da cadeia
alfa do fibrinogénio. Também foi possivel reduzir o nimero de animais utilizados na produgéo
de antivenenos, ja que nao foi necessario o uso de cavalos e aranhas para produzir 0s anticorpos
monoclonais. Outro fato relevante é que diminuimos a toxicidade causada aos animais, visto
que a rMEPLox ndo é toxica, além de mais uma vez ndo ser necessaria a utilizagdo de animais

para a producdo de Lox-mAb3, pois 0 mesmo é agora produzido em cultura celular.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram, pela primeira vez, o uso de uma
quimera recombinante multiepitopica, composta por epitopos derivados das trés principais
familias de toxinas presentes no veneno de aranhas Loxosceles, na producdo de anticorpos
monoclonais. O anticorpo gerado reconhece metaloproteases, de aproximadamente 20 kDa, dos
venenos de espécies de Loxosceles de importancia médica e é capaz de neutralizar a atividade
fibrinogenolitica dessa toxina presente no veneno. Esses resultados abrem possibilidades para
a potencial utilizacdo do Lox-mAb3, em conjunto com os mAbs previamente produzidos contra
a esfingomielinase-D, para melhorar os antivenenos terapéuticos contra o loxoscelismo,
cobrindo a neutralizacdo das principais proteinas responsaveis pelas manifestagdes clinicas.

Alguns dos dados demostrados neste trabalho foram compilados e publicados na revista
International Journal of Biological Macromolecules. Além deste, um outro artigo foi publicado
em colaboracdo, na mesma revista, no qual optimizamos as condi¢fes de producdo da
rMEPLoX, produzindo-a em maiores quantidades e agora na fracdo soltvel, o que facilita sua
purificacdo. Ambos os trabalhos estdo disponiveis na sessdo Anexos. A optimizacdo da
producdo da rMEPLox e um trabalho sobre a composicdo imunogénica de um epitopo da
proteina L-aminoacido Oxidase de B. atrox geraram depdsitos de patente, que também estédo

disponiveis na sessao anexos.
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8. PERSPECTIVAS

Nosso grupo de pesquisa j& caracterizou dois mAbs contra fosfolipase D que
neutralizam a atividade dermonecrotica do veneno de Loxosceles. O préximo passo € produzir
um anticorpo monoclonal capaz de neutralizar a atividade da hialuronidase e assim produzir
um pool de anticorpos que neutralizem as principais toxinas envolvidas nas manifestaces
clinicas do loxoscelismo.

Além disso, almeja-se delinear um ensaio in vivo, no qual avaliaremos o potencial
neutralizante de Lox-mAb3 sozinho e em conjuto com os demais mAbs gerados contra toxinas
loxoscélicas. A humanizacdo dos anticorpos e seu sequenciamento também sdo perpectivas

desse trabalho.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Alinhamento completo das sequéncias de metaloproteases das espécies de L.
intermedia, L. laeta (Brasil), L. gaucho e L. laeta (Peru). Em vermelho a sequéncia reconhecida
por Lox-mAb3 e em verde a regido conservada Met-turn.

Anexo 2:Artigo publicado em 2020, intitulado: “Engineered antigen containing epitopes
from Loxosceles spp. Spider toxins induces a monoclonal antibody
(Lox-mAb3) against astacin-like metalloproteases”
Tamara G.F. Costa, Fernanda Costal-Oliveira, Thamyres C.S. de Assis, Sabrina A. Lima,
Christina A. Martins, Alessandra B. Finco, Silvio S. Veiga, Vanete T. Soccol, Ricardo A.
Machado-de-Avila, Luis F.M. Figueiredo, Jodo C. Minozzo, Evanguedes Kalapothakis, Clara
Guerra-Duarte, Larissa M. Alvarenga, Carlos Chavez-Olortegui.

Anexo 3: Artigo publicado em 2021, intitulado: “A prokaryote system optimization for
rMEPLox expression: A promising non-toxic antigen for Loxosceles antivenom production.”
Rafael Saavedra-Langer, Tamara G.F. Costa, Sabrina A. Lima, Fernanda Costal-Oliveira,
Christina A. Martins, Ricardo A. Machado-de-Avila, Jodo C. Minozzo, Vanete T. Soccol, Clara

Guerra-Duarte, Evanguedes Kalapothakis, Carlos Chavez Olértegui.

Anexo 4: Patente de invencdo gerada em 2021-COMPOSICAO IMUNOGENICA
CONTRA A ATIVIDADE NECROTICA LOCAL DE VENENOS OFIDICOS E USOS.
Numero do Processo: BR 10 2021 026051 3

Anexo 5: Patente de invencdo gerada em 2022 -PROCESSO PARA OBTENCAO DE
PROTEINA RECOMBINANTE MULTIEPITOPO DE LOXOSCELES E USO. Ndmero do
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Loxoscelism pose a health issue in the South America. The treatment for these accidents is based on the admin-
istration of antivenom produced in animals immunized with Loxosceles venom. In this work, a previously pro-
duced non-toxic multiepitopic chimeric protein (rMEPlox), composed of epitopes derived from the main
toxins families (sphyngomielinase-D, metalloproteases, and hyaluronidases) of Loxosceles spider venoms, was
used as antigen to produce monoclonal antibodies (mAbs). A selected anti-rMEPlox mAb (Lox-mAb3) reacted
with metalloprotease from L. intermedia venom and showed cross-reactivity with metalloproteses from
Brazilian and Peruvian Loxosceles laeta and Loxosceles gauicho venoms in immunoassays. The sequence recognized
by Lox-mAb3 (;3,ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY,0s5) corresponds to the C-terminal region of Astacin-like
metalloprotease 1 and the amino acid sequence IGPFDYDSI, conserved among the homologs metalloproteases se-
quences, is important for antibody recognition. Lox-mAb3 neutralizes the fibrinogenolytic activity caused by

metalloprotease from L. intermedia spider venom in vitro, which may lead to a decrease in hemorrhagic distur-
bances caused by Loxosceles envenomation. Our results show, for the first time, the use of a non-toxic
multiepitopic protein for the production of a neutralizing monoclonal antibody against a metalloprotease of med-
ically important Loxosceles venoms. These results contribute for the production improvement of therapeutic an-

tivenom against loxoscelism.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Loxoscelism is the most important clinical syndrome resulting from
Loxosceles spp. spider bite and can be observed as two well-defined clin-
ical variants: (i) the cutaneous form, which manifests as pain and ery-
thema that can develop into a necrotic ulcer; and (ii) the systemic
loxoscelism, which is characterised by intravascular haemolysis and, oc-
casionally, renal failure [1-4].
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Loxosceles spp. venom contains several toxins, including alkaline
phosphatases, hyaluronidases, metalloproteases, phospholipases D
(also named sphingomyelinases), and neurotoxic peptides [5,6].
Among these venom proteins, sphingomyelinases family members,
known as dermonecrotic toxins, hyaluronidases and metalloproteases
are the most studied components as they are the major toxic proteins,
and play an essential role in the loxoscelism pathogenesis [7-11].
Metalloproteases of Loxosceles venoms are zinc-dependent endopepti-
dases that hydrolyze fibronectin, fibrinogen and denatured type I colla-
gen [7,12,13]. These proteases were considered highly expressed toxins
in the L. intermedia venom glands, reaching about 25% of Expressed Se-
quence Tags (ESTs) [6].

Serum therapy is the recommended treatment for Loxosceles spiders
envenoming [14,15]. The traditional horse antivenom production using
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venoms as immunogen is efficient, specially when initiated in time,
however, it presents some issues related to the obtaining of venom nec-
essary amount to perform the immunization program and pre-clinical
tests of neutralizing potency [16]. Another important consideration is
the toxic effect that crude venom exerts in the producer animal, com-
monly leading to the development of ulcers and abscesses, compromis-
ing the animal's well-being [17].

In this sense, alternative approaches for improving anti-loxoscelic
antivenom production are necessary. The use of recombinant toxins
[17-20] or synthetic peptides mimicking toxins mapped epitopes
[21-24], have been proposed as innovations. A multiepitopic chimeric
recombinant protein (rMEPLox) containing B-cell epitopes of
sphingomielinase-D, hyaluronidase, and astacin-like metalloprotease
toxins from Loxosceles venoms was previously produced by our group
and used as antigen in rabbits' immunization. Sphingomielinase-D and
metalloprotease are responsible for inducing inflammatory response,
erythema, dermonecrosis, hemorrhage, thrombocytopenia, hemolysis,
disseminated intravascular coagulation, and renal failure, whilst hyal-
uronidase acts as spreading factor in loxoscelism [1,8,9,11,14]. The
anti-rMEPlox polyclonal antibodies generated promoted protection in
immunized rabbits against dermonecrosis mediated by
sphingomielinase-D activity. Furthermore, the incubation of
L. intermedia venom with anti-rMEPlox polyclonal antibodies demon-
strated the neutralization of metalloprotease and hyaluronidase
in vitro activities [24].

These results opened the possibility of using this engineered non-
toxic chimeric protein as antigen in order to obtain monoclonal antibod-
ies (mAbs) against Loxosceles spider venoms. This approach results in
animal suffering reduction, since in vitro hybridomes capable of contin-
uously secrete the antibodies can be obtained. Furthermore, as rMEPlox
has only the immunogenic epitopes of the main toxins, the produced
antibodies may have greater specificity when compared to polyclonal
antibodies.

In the present work, mAbs were produced by mice immunization
with rMEPlox, since this protein has previously demonstrated ability
to generate neutralizing polyclonal anytibodies. The mAbs were
screened by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) using
L. intermedia venom or recombinant proteins (rMEPLox,
phospholipase-D, hyaluronidase and astacin-like metalloprotease) as
antigens coated into microtiter plates. One clone (Lox-mAb3), out of
twelve anti-rMEPLox hybridomas, was reactive with metalloproteases
from the tested Loxosceles venoms. The results of immuno assays with
cellulose-bound peptides revealed that the Lox-mAb3 recognizes a
highly conserved amino acid sequence of metalloproteases toxins. The
pre-incubation of L. intermedia venom with this mAb, prevented the
in vitro fibrinogenolitic activity induced by the crude L. intermedia
venom, which suggests that Lox-mAb3 may be used for therapeutic
serum development.

2. Material and methods
2.1. Animals, venoms and recombinant proteins

Animals were maintained at the Centro de Bioterismo of the
Instituto de Ciéncias Bioldgicas of the Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Brazil, and received water and food under controlled
environmental conditions. The investigation was performed in
acoordance to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication N°
85-23, revised 1996) (A5452-01) and was approved by local authorities
(45/2020 - Comité de Etica em Experimentacio Animal - UFMG).

L. intermedia, Loxosceles laeta, and Loxosceles gaucho venoms samples
were provided by Dr. Jodo Carlos Minozzo from Centro de Pesquisa e
Produgado de Imunobiologicos of Parana State (CPPI). Loxosceles similis
and Phoneutria nigriventer venoms were provided by Dr. Evanguedes
Kalapothakis from UFMG and L. laeta (Peru) venom by Dr. Cesar Bonilla

from Instituto Nacional de Salud of Peru. Lachesis muta muta and
Crotalus durissus terrificus snake venoms were provided by Fundacdo
Ezequiel Dias (FUNED), located in Belo Horizonte, Brazil. Bothrops
atrox snake venom was provided by Prof. Armando Yarlequé Chocas
from Universidade Nacional Mayor de San Marco (Peru).

Astacin-like metalloprotease 1 (rLALP1) and hyalurondase
(rLiHYAL) recombinant proteins were provided by Dr. Silvio Sanchez
Veiga from Universidade Federal do Parand, Brazil, and recombinat
phopholipase D (rLiD1) was provided by Dr. Evanguedes Kalapothakis
from UFMG, Brazil. The samples were stored at —20 °C until its use
and protein concentration was measured by Lowry [25].

2.2. Monoclonal antibody production

Five female BALB/c mice (4-6 weeks old), received rMEPlox as im-
munogen (previously produced and purified according to [24]). After
pre-immune (PI) sera collection, all animals received an initial subcuta-
neous (s.c.) injection of 50 pg/animal of rMEPLox in Freund's complete
adjuvant (Sigma). The same dose was administred in Freund's incom-
plete adjuvant (Sigma) at three subsequent injections, with 15 day-in-
tervals. One week after the last immunization mice were bled, and
immune sera reactivity against rMEPlox was tested by ELISA. For this,
microtiter plates (Costar) were coated overnight at 4 °C with 100 L of
a 5 ug/mL solution of rMEPlox in 0.02 M sodium bicarbonate buffer,
pH 9.6. After blocking [2% casein in phosphate buffer saline (PBS)] and
washing (0.01% Tween 20-PBS), sera from pre-immune and immune
mice were added (dilution 1/200) and incubated for 1 h at 37 °C. After
washed, plates were incubated with anti-mouse IgG conjugated with
peroxidase horseradish (HRP, Sigma-Aldrich) diluted 1/8000, for 1 h
at37°C

One mouse was chosen to receive an intravenous booster injection
of rMEPIox (5 g in 50 pL of PBS). After three days, the spleen was re-
moved and macerate to release splenocytes that were then fused with
Sp2/0 myeloma cells (ATCC), using polyethylene glycol (PEG). The
resulting hybridomes were cultivated for fifteen days in seletive
Dulbeco's Modified Eagles Medium (DMEM) 20% fetal bovine serum
(FBS), containing Hypoxanthine, Aminopterin and Thymidine (HAT).
Then, supernatants from hybridomas were screened by indirect ELISA
using rMEPlox as antigen. ELISA plates (Costar) were coated overnight
at4 °Cwith 100 pL of a 10 pg/mL solution of rMEPlox in 0.02 M sodium
bicarbonate buffer, pH 9.6. After blocking (2% casein in PBS) and wash-
ing (0.01% Tween 20-PBS), surpenatants hybridomes (50 pL) were
added to the wells and incubated for 1 h at 37 °C. Plates were washed
and incubated with anti-mouse IgG conjugated with HRP (Sigma-Al-
drich) diluted 1/4,000, for 1 h at 37 °C. Absorbance was measured at
490 nm. A previously standardization was performed, and 1.0 pg/well
antigen concentration was chosen to realize the screening steps. Nine
wells containing hybridomes were selected and cloned by limiting dilu-
tions. For this, cells were diluted (1 cell/100 pL) in DMEM medium 20%
FBS conteining hypoxanthine and thymidine (HT) and distributed
(100 pL/well) in 96 culture plates (Sarstedt). Fifteen days after cloning,
a new screening was performed, following the same methodology de-
scribed for the first one, and twelve anti-rMEPlox mAb-secreting clones
were selected. All ELISA protocols were performed according to Chavez-
Olortegui et al. [26].

The Lox-mAb3 was chosen for the large-scale production in cell cul-
ture and the immunoglobulins were purified in a single step by immu-
noaffinity chromatography using HiTrap Protein G Hp (GE Healthcare),
according to the manufacturers instructions, and 10% SDS-PAGE was
carried out following Laemmli [27], to verify mAb purity. Gel was run
at120Vfor 1 h.

2.3. Monoclonal antibody isotyping

The monoclonal antibody isotyping was performed using the Roche
branded IsoStrip kit, following the manufacturer's instructions. Briefly,
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1 pg/mL of sample was diluted in PBS-BSA 1% and 150 pL of this solution
were added to a development tube for 30 s with rapid vortexing. The
strip was then inserted in the tube containing this solution and after
5 min incubation the results were interpreted by the presence of a
blue band in the section of the strip containing the IgG isotype to
which the antibody belongs.

24. Indirect ELISA

ELISA tests were performed according to Chavez-Olortegui et al.
[26]. To evaluate which protein present in L. intermedia venom is recog-
nized by the Lox-mAb3, microtiter plates (Costar) were coated over-
night at 4 °C with 100 pL/well of a 5 pg/mL solution of recombinant
proteins: rMEPlox (positive control), rLALP1, rLID1 or rLiHYAL in
0.02 M sodium bicarbonate buffer, pH 9.6. After blocking (2% casein in
PBS) and washing (0.01% Tween 20-PBS), 0.45 pg from Lox-mAb3 and
pre-immune IgG (negative control) were added and incubated for 1 h
at 37 °C. After washing, plates were incubated with anti-mouse IgG con-
jugated with HRP (Sigma-Aldrich) diluted 1/8000, for 1 h at 37 °C.

With the purpose of studying the cross-reactivity of Lox-mAb3 with
other Loxosceles antigens, L. intermedia, L. gaucho, L. laeta (Brazil), L. laeta
(Peru) venoms or rMEPlox (positive control), were coated overnight at
4 °C with 100 pL/well of a 5 pg/mL solution of each venom. Lox-mAb3
and pre-immune IgG (negative control), both 0.45 pg, were added and
incubated for 1 h at 37 °C. Anti-mouse IgG conjugated with HRP
(Sigma-Aldrich) diluted 1/8000 was used, for 1 h at 37 °C. Absorbance
was measured at 490 nm. All measurements were performed in
duplicate.

2.5. Immunoblot analysis

In order to confirm the results obtained by ELISA, an immunobloting
assay was performed. L. intermedia venom (5 pg) and molecular weight
markers (Sigma) were subjected to 12.5% SDS-PAGE following Laemmli
protocol [25], and the gel was run at 120 V for 1 h. After electrophoresis,
proteins were transferred to a 0.22 pm nitrocellulose membrane (Bio-
Rad) for antibody recognition. Non-specific binding sites were blocked
for 1 h in PBS containing 0.3% (v/v) Tween 20, and the blot was incu-
bated with 0.5 pg/mL Lox-mAb3 for 1 h at room temperature. Non-
related mAb was used as negative control in the same concentration
and anti-loxoscelic serum diluted 1/1000 was used as positive control.
The nitrocellulose membrane was then washed and incubated for 1 h
at room temperature with anti-mouse IgG conjugated with HRP
(Sigma-Aldrich) diluted 1/8000, in PBS containing 0.05% (v/v) Tween
20. After several washes, the reaction was developed by the addition
of the peroxidase substrate (3 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) and chloronaftol).

With the purpose of studying the Lox-mAb3 cross-reactivity with
other spiders and snakes antigens, venoms (5 pg) from L. intermedia,
L. gaucho, L. laeta (Brazil), L laeta (Peru), Loxosceles similis,
P. nigriventer spiders, and B. atrox, C. durissus or L. muta snake, were sub-
jected to 12.5% SDS-PAGE. After transferred and blocked, the membrane
was incubated with 0.5 ug/mL of Lox-mAb3 for 1 h at room temperature.
The assays were conducted as described previously.

2.6. SPOT synthesis and immunoassay

Cellulose membrane containing 84 overlapping pentadecapeptides
frameshifted by 3 residues covering the primary sequence of LALP1 pro-
tein (UniProt: AOFKN6) was prepared by SPOT synthesis aiming to map
linear B-cell epitopes on metalloprotease (LALP1). For the Alanine
Sacanning membrane synthesis, the peptide recognized by Lox-mAb3
in LALP1 sequence, ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY, and twenty-two of its
alanine analogs (glycine was used to check the alanine contribution)
were prepared, aiming to identify the amino acids responsible for Lox-
mADb3 recognition. For both membranes, peptide synthesis was

performed using a Multipep ResPep SL Automatic SPOT-synthesizer
(IntavisAG, Bioanalytical Instruments, Germany), as previously
decribed by Laune et al. [28].

For the immunodetection assays, the membranes were blocked
overnight [PBS-bovine serum albumin (3%), sucrose (5%)]. Then, mem-
branes were probed with Lox-mAb3 (1 pg/mL). Antibody binding was
detected using goat anti-mouse IgG conjugated to alkaline phosphatase
(Sigma, 1/2000) for 90 min, at 37 °C. After washing, the substrates 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (Sigma) and 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (Sigma) were
added and a blue precipitate was formed on reactive peptides. The
probed membranes were photographed and regenerated using
dimethylformamide, then 1% SDS, 0.1% B-mercaptoethanol in 8 M
urea, followed by ethanol/water/acetic acid (50,40,10 vol/vol/vol) and
ethanol.

2.7. Epitope localization in 3D LALP1 structure

The epitope location recognized by Lox-mAb3 was analized in the
three-dimensional model of LALP1 structure, available in Swiss-Model
(code: AOFKN6, VMPA_LOXIN). The identified epitope was visualized
with Pymol (Molecular Graphics System, Version 2.0, Schrédinger,
LLC). The sequence recognized by Lox-mAb3 is shown in red, and the
met-turn amino acids are highlighted in green.

2.8. Alignment of Loxosceles homolog sequences

In order to evaluate whether the sequence recognized by Lox-mAb3
by SPOT was conserved in LALPS from others Loxosceles species, a mul-
tiple alignment of sequences was carried out using clustal Omega soft-
ware  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  using the
metalloproteases sequences from available from the Uniprot (http://
www.uniprot.org/uniprot/): L. intermedia LALP1 (AOFKNG6), LALP2
(C9D7R2), LALP3 (C9D7R3); Brazilian L. laeta LALP4 (PODM61);
L. gaucho (PODM62) and Peruvian L. laeta LALP-LP1 to 8.

2.9. In vitro neutralizing assay

The Lox-mAb3 ability to neutralize the metalloprotease activity from
L. intermedia venom was tested, as described by Bello et al. [29]. Fibrin-
ogen (Fg) was dissolved in Tris—HCIl buffer (25 mM Tris, 0.15 M Nadl,
pH 7.4) at a final concentration of 2.5 mg/mL. L. intermedia venom
(3 pg) was incubated with Lox-mAb3 (5, 25, 50 and 100 uM) at a final
volume of 50 pL for 1 h at 37 °C. After the incubation, 20 pL of Fg were
added and the mixture was incubated for 16 h at 37 °C. After this inter-
val, 50 pL aliquots were mixed with 50 uL of denaturing solution (10 M
urea, 4% B-mercaptoethanol, 4% SDS) for 18 h. A 20 L aliquot of the final
solution was analyzed in 10% SDS-PAGE under reducing conditions and
stained with Coomassie blue.

3. Results
3.1. Production of mAbs anti-rMEPlox

To monoclonal antibodies production, five BALB/c mice were immu-
nized with 50 pg of rMEPlox. Seven days after the fourth dose, mice
were bled, and the sera were tested by ELISA. All immunized animals
produced antibodies against rMEPlox in 1/200 serum dilution
(Fig. 1a). However, mouse 1 presented the highest antibody titer and
was chosen to proceed with the monoclonal antibodies production.
Pre-immune serum was used as negative control and showed no im-
mune reaction against rMEPlox, demonstrating that the recognition ob-
served among immune sera is specific. Thus, mouse 1 splenocytes were
fused with Sp2/0 myeloma cells and nine wells containing hybridomes
secreting antibody were selected (Fig. 1b) and sub-cloned resulting in
twelve monoclonal antibodies (Fig. 1c). All of the mAbs cell culture
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Fig. 1. Monoclonal production and selection. a) Reactivity between mice serum and rMEPlox. ELISA plates were pre-coated with rMEPlox (0.5 pg/well). Anti-rMEPlox mice sera and pre-
immune serum (used as negative control) were diluted 1/200. b) Reactivity between hybridomas supernatants and rMEPlox. ELISA plates were pre-coated with rMEPlox 1 pg/well and cell
supernatants (50 pL) were tested. c) Reactivity between clones supernatants and rMEPlox. ELISA plates were pre-coated with rMEPlox 1 pug/well and cell supernatants (50 pL) were tested.
d) Recognition of rMEPlox or L. intermedia venom by clones supernatants one month after cloning. ELISA plates were pre-coated with rMEPlox or L. intermedia venom (1 pg/well) and cell
supernatants (50 UL) were assayed for reactivity against antigens. Anti-rMEPlox serum (diluted 1/100) and sp2/0 (50 pL) supernatant were used as positive (C+) and negative (C-) control
respectively. mAb4F5B6 was the most reactive clone and was named as Lox-mAb3 (highlighted in red). For all assays, binding was visualized by incubation with peroxidase-coupled anti-
mouse IgG [diluted 1/8000 (A) or diluted 1/4000 (B, C and D)] and by the further addition of O-phenylene diamine.

supernatants (50 pL) were reactive against rMEPlox, however, only
4F5B2, 4F5B6, 4F5D6 and 4F5G4 mAbs reacted with L. intermedia
venom antigens. The mAb4F5B6, named Lox-mAb3, was chosen to the
characterization steps for presenting similar recognition to the anti-
rMEPlox serum, used as positive control, against L. intermedia venom
by ELISA, one month after the fusion. (Fig. 1d). Therefore, this mAb
was expanded and the cell supernatant was purified in protein G
colum (GE helthcare). After purification, 10% SDS PAGE was performed
(Fig. 2a). It is possible to observe only a 150 kDa band, which is the mo-
lecular mass of the whole IgG (non reducing condition), and 50 kDa and
25 kDa bands (reducing condition) correponding to the IgG heavy and
light chain, respectively. This outcome shows the Lox-mAb3 purity.

3.2. Lox-mAb3 isotyping
Since there are four IgG isotypes (IgG1, IgG2, IgG3 and IgG4), each

one with distinct constant domains, the molecular characterization of
Lox-mAb3 was iniciated by its isotyping. This assay was performed

using an Isostrip kit (Roche) and the appearance of a blue band in
IgG1 region, showed that Lox-mAb3 belongs to this subclass (Fig. 2b).

3.3. Immunocharacterization of Lox-mAb3

In order to investigate which L. intermedia venom protein is recog-
nized by Lox-mAb3, this monoclonal was tested against rLALP1, rLiD1,
rLiHYAL or rMEPlox which was used as positive control. Lox-mAb3
was able to recognize metalloprotease, however it did not recognize
sphingomyelinase D and hyaluronidase. There was no reactivity
among pre-immune IgG, used as negative control, and these proteins
(Fig. 3a). These results show that Lox-mAb3 is specific for
metalloproteases present in L. intermedia venom.

In order to identify the molecular mass of the protein recognized by
Lox-mAb3, a Western blot was performed with L. intermedia venom and
this monoclonal antibody. According to Fig. 3b, these antibodies identi-
fied only one band of aproximately 20 kDa, which indicates that Lox-
mAD3 recognizes metalloproteases that use fibrinogen and fibronectin
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L. intermedia proteins. Lox-mAb3 and pre-immune IgG (0.45 pg/well) were tested. Binding was visualized by the incubation with HRP-coupled anti-mouse IgG (diluted 1/8000) with
the further addition of O-phenylene diamine. b) Immune reaction between Lox-mAb3 and L. intermedia venom by Western blot. L. intermedia venom (5 pg) were electrophoresed on
12.5% SDS-PAGE under non-reducing conditions, transferred to nitrocellulose paper and incubated with (1) anti-loxoscelic serum diluted 1/1000 (2) 0.5 pg/mL of Lox-mAb3 and
(3) 0.5 pg/mL of non-related mAb. Binding was visualized by the incubation with HRP-coupled anti-mouse IgG (diluted 1/8000) and the reaction was detected using 3 3’-diaminobenzi-
dine tetrahydrochloride (DAB) and chloronaftol.
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composes the L. intermedia venom. L. gaucho, L. laeta (Brazil), L. laeta (Peru) brown spider venoms was
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Fig. 4. Cross-reactivity between Lox-mAb3 and venoms from other species of spiders and snakes. a) ELISA plates were precoated with of 0.5 ug/well of rMEPlox (positive control), crude
venoms from L. intermedia, L. laeta (Brazil), L. gaucho or L. laeta (Peru) spiders. Lox-mAb3 and pre-immune IgG (0.45 pg/well) (negative control) were tested. Binding was visualized by
incubation with peroxidase-coupled anti-mouse IgG (diluted 1/8000) and by the further addition of O-phenylene diamine. b) Venoms (5 pg) from L. intermedia (line 1), L. gaucho (line
2), L. laeta Brazil (line 3), L. laeta Peru (line 4), L. similis (line 5), P. nigriventer (line 6), B. atrox (line 7), C. durissus (line 8) and L. muta (line 9) were electrophoresed on 12.5% polyacrylamide
SDS-PAGE under non-reducing conditions, transferred to nitrocellulose paper and incubated with 0.5 pg/mL of Lox-mAb3. Binding was visualized by the incubation with peroxidase-
coupled anti-mouse IgG (diluted 1/8000) and the reaction was detected using 3 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) and chloronaftol.

evaluated by ELISA (Fig. 4a). The results show that Lox-mAb3 cross-
reacted with all Loxosceles venoms tested and this recognition was fur-
ther evaluated by Western blot. In addition to the four venoms previ-
ously analyzed by ELISA, L. similis and P. nigriventer spider venoms,
and B. atrox, C. durissus and L. muta snake venoms were also tested by
Western blot (Fig. 4b). Lox-mAb3 reacted with most of the Loxosceles
venoms (L. intermedia, L. gaucho, L. laeta (Brazil), L. laeta (Peru)). How-
ever, it did not recognize L. similis, P. nigriventer spider venoms and
snake species venoms (B. atrox, C. durissus and L. muta). Througth West-
ern blot analysis, it was observed that Lox-mAb3 recognizes the same
molecular weight range, aproximately 20 kDa, in all the reactive
venoms, which corresponds to the molecular weight of some
metalloproteases. This result indicates that metalloproteases present
in these venoms may possess a commom epitope.

3.5. Identification of epitopes recognized by Lox-mAb3

We next mapped linear B-cell epitopes on metalloprotease (LALP1)
recognized by Lox-mAb3 using SPOT method. A set of 84 overlapping
peptides (15 residues, frameshifted by 3 residues) was prepared cover-
ing the primary sequence of LALP1 protein (Fig. 5a). The binding pattern
of Lox-mAb3 (1 pg/mL) with overlapping peptides shows the strong
recognition of three peptides in the C-terminal region (SPOTs 62, 63
and 64) (Fig. 5b). The amino acid sequences of reactive peptides,
ENNTRTIGPFDYDSI, TRTIGPFDYDSIMLY, IGPFDYDSIMLYGAY, exhibit a
common sequence that contains 9 amino acid residues
(190lGPFDYDSI;gg) (Fig. 5¢). To visualize the location of experimentally
determined epitope, three-dimensional model of LALP1 was used
(Fig. 5d). The epitope region found (shown in red) is located next to
the met-turn (MLY) region (shown in green), which is a key element
to metalloproteases function, since methionine forms a hydrophobic
base for the zinc atom at the enzyme catalytic site [30]. From the loca-
tion of the epitope in the three-dimensional structure of LALP1, it can
be observed that the region recognized by Lox-mAb3 is found on the
surface of the metalloprotease, which could favor the binding of the an-
tibody to the protein due to its accessibility.

In order to identify whether this sequence is conserved between dif-
ferent species of Loxosceles spiders venoms, the multiple sequence
alignment of metalloproteases present in the venoms from
L. intermedia (LALP1, LALP2, LALP3), L. laeta Brazil (LALP4), L. gaucho
(LALP5) and L. laeta Peru (LALPs LP1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) was performed

(Fig. 6). The epitope 199l GPFDYDSI, g5 identified by the SPOT assay, with
Pro; g, exception, conteins conserved residues in all analyzed sequences
(shown in red), which may explain the cross reactivity observed by
ELISA and Western blot. This epitope is close to an important and well
conserved region in these enzymes, the Met-turn sequence (highlighted
in green). The complete alignment is shown in the supplementary
Fig. S1.

Aiming to identify the critical amino acid residues in the LALP1 epi-
tope recognized by Lox-mAb3, a serie of alanine analogs of peptide
ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY was prepared by SPOT synthesis. The re-
sults (Fig. 7) revealed that some residues in the peptide sequence
could not be modified by alanine without a drastic decrease in the reac-
tivity with the antibody: this is the case of Ille;g, Gly;91, Pro19, Phegs,
Tyrigs, Aspig96. However, the Asp,q4 replacement by alanine, promoted
an increase in antibody recognition.

3.6. In vitro neutralization assay

Western blot analysis showed that Lox-mAb3 recognized a protein
with 20 kDa electrophoretic mobility, which corresponds to
metalloprotease that possess fibrinogenlytic and fibronectinolytic activ-
ities, as mentioned before [12]. Therefore, metalloprotease activity neu-
tralization was evaluated using fibrinogen as substrate. L. intermedia
venom (3 pg) was able to degrade alfa-chain of fibrinogen (line 1), how-
ever, the prevention of alfa-chain disgestion can be observed when
venom (3 pg) was pre incubated for 1 h with 25, 50 and 100 pg of
mADb (lines 3, 4 and 5). Ten micrograms of mAb was not able to prevent
fibrinogenolysis induced by the venom (line 2) (Fig. 8). This result dem-
onstrates the neutralizing potential of Lox-mAb3 on the fibrinogenolytic
activity of the venom metalloprotease.

4. Discussion

Accidents involving Loxosceles genus spiders is categorized as
Loxoscelism. This condition is associated to significant clinical manifes-
tations in human or even fatalities following the envenomation [11,31].
Loxosceles spider venom is composed of a heterogeneous mixture of
toxins and small peptides responsible for local manisfestations, as
demonecrotic lesion with gravitation spreading of wound, edema, ery-
thema and hemorrage. In systemic level, venom toxins can cause symp-
toms such as fever, malaise, weakness, nausea and, in serious cases,
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SPOT Overlapping peptides sequences

1MIKYIGVFAFLVGGF
2YIGVFAFLVGGFCHD
3VFAFLVGGFCHDFET
4FLVGGFCHDFETVIS
S5GGFCHDFETVISNQD
6 CHDFETVISNQDPIV
7FETVISNQDPIVDGM
8 VISNQDPIVDGMRLYV
9NQDPIVDGMRLVEGD
10 PIVDGMRLVEGDMLF
11 DGMRLVEGDMLFDDG
12RLVEGDMLFDDGPLF
13EGDMLFDDGPLFTER
14 MLFDDGPLFTERNAV
15DDGPLFTERNAVKYD
16 PLFTERNAVKYDQQL
27 TERNAVKYDQQLWPN
28 NAVKYDQQLWPNGEI
29 KYDQQLWPNGEIVYE
20 QQLWPNGEIVYEISP
21 WPNGEIVYEISPGLR

22GEIVYEISPGLRQYE
23VYEISPGLRQYEQII
24|SPGLRQYEQIIREA
25GLRQYEQIIREAMRT
26QYEQIIREAMRTYED
27QIIREAMRTYEDNTC
28REAMRTYEDNTCIKF
29MRTYEDNTCIKFRRR
30YEDNTCIKFRRRTNE
3INTCIKFRRRTNEADY
32IKFRRRTNEADYVNI
33RRRTNEADYVNIHVG
34TNEADYVNIHVGDRC
35ADYVNIHVGDRCYSR
36 VNIHVGDRCYSRVGK
37HVGDRCYSRVGKSFR
38DRCYSRVGKSFRGGP
39YSRVGKSFRGGPQPL
40VGKSFRGGPQPLSLG
41SFRGGPQPLSLGRGC
42GGPQPLSLGRGCTDF

43QPLSLGRGCTDFGTI
4SLGRGCTDFGTILHE
45RGCTDFGTILHELGH
46TDFGTILHELGHSVG
47GTILHELGHSVGFDH
48 LHELGHSVGFDHEHS
49LGHSVGFDHEHSRAD
S50 SVGFDHEHSRADRDE
S1FDHEHSRADRDEFLI
52EHSRADRDEFLIIHK
S53RADRDEFLIIHKENI
S4RDEFLIIHKENIKNG
S5FLIIHKENIKNGSEH
56 IHKENIKNGSEHNFD
S7TENIKNGSEHNFDKLW
58 KNGSEHNFDKLWENN
S9SEHNFDKLWENNTRT
60NFDKLWENNTRTIGP
61 KLWENNTRTIGPFDY

65FDYDSIMLYGAYAFS
66 DSIMLYGAYAFSKDT
67MLYGAYAFSKDTRKF
68 GAYAFSKDTRKFKTM
69AFSKDTRKFKTMEPV
T0KDTRKFKTMEPVEPG
7TTRKFKTMEPVEPGLPM
72KTMEPVEPGLPMKSYV
73EPVEPGLPMKSVIQK
TAEPGLPMKSVIQKGKL
75LPMKSVIQKGKLSYY
76 KSVIQKGKLSYYDIV
77TIQKGKLSYYDIVKVN
78GKLSYYDIVKVNKLY
79SYYDIVKVNKLYKCP
89DIVKVNKLYKCPPVN
81 KVNKLYKCPPVNPYP
82KLYKCPPVNPYPGGI
83KCPPVNPYPGGIRPY
84PVNPYPGGIRPYVNV

1]

Fig. 5. Mapping of epitope recognized by Lox-mAb3 by SPOT. a) Peptides sequences from LALP1 synthesized on a cellulose membrane. Reactive SPOTs are highlighted in gray.
b) Membrane containing peptides derived from LALP1 sequence, incubated with 1 ug/mL of Lox-mAb3. Dark blue precipitate indicates reactive SPOTs in the membrane. ¢) 3D
structure and d) surface configuration of LALP1 homology model generated by PyMol software, with the protein sequence recognized by the antibody highlighted in red and Met-turn

sequence shown in green.

renal failure and hematologic disturbances that may include thrombo-
cytopenia, disseminated intravascular coagulation and hemolytic ane-
mia [1,5,6,8,31]. Various interventions have been used in Loxoscelism
treatment, such as antivenom therapy, that has great potential if used
in the first hours after the envenomation [14,31]. However, antivenoms
are composed by heterologous proteins and can cause anaphylactic re-
actions since the antibodies are produced in horses. Furthermore, only
30% of antibodies content of antivenoms are directed against venom
components and it is estimated that just 5% have neutralizing potential
[1,2,32]. Further to the undesirable reactions associated with
serotherapy, no much progress in its production has been made over
the years. The use of large amounts of venoms for its production (both
in immunizations and in preclinical neutralization potency tests) repre-
sents a limitation in the production and use of these antibodies for

therapeutic purposes due the difficulty in obtaining large quantities of
Loxosceles sp. venom. Other issue related to these therapy is the suffer-
ing caused in producers animals, since the venoms used as immunogens
are highly toxic to animals, which compromises its health [16,17].In ad-
dition, the most toxic proteins in venoms are not always the most im-
munogenic, which can generate an antivenom with low neutralizing
capacity, requiring the administration of higher doses in the patient
[33].

In view of the difficulties inferred by the production and antivenoms
administration, our reshearch group have been employed new strate-
gies in the experimental development of antivenoms: (i) the replace-
ment of venom as immunogen for recombinants proteins in
immunization protocols and (ii) the use of hibridomes technique to
generate monoclonal antibodies more specific against the relevant
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SPECIES TOXIN SEQUENCE
L. intermedia LALP1 179 FDKLWENNTRTHREPIROERMLYGAYAFSKDTRKFKTMEPVE PGLPMKSVIQKGKLSYYD 238
L. intermedia LALP2 180 YRKTPSYMTR IYGETAGSRDPMHLKSMEANKPGVTLISSRYKDRLTDLD 239
L. intermedia LALP3 170 YEKRFENNTRV)SEP|IN@ERIMIYGETDARKSGS - ~VTMKVKKPGATLVNASLKHELTALD 227
L. Laeta (Brazi) LALP4 82 FEKLWENKTRTHXE LYGLLCLFKGSV======——m e e e e e e e 114
L. gaucho LALPS 128 FEKLLESKTRT§EP/BNERIMLYGSYAFSRDTEAVENHGTRRTRTPYEICHSKRKAELL- 186
L. laeta (Peru) LALP-LP3 171 FDKLWENRTRTfE! L T 193
L. laeta (Peru) LALP-LP1 166 FKKKLENETRTIMEDIPNEIRIMLY G~~~ —————= = === === = e e 189
L. laeta (Peru) LALP-LP8 158 FKKKLENETRTEY|BNEMERIMLY GPYAF —————— ———————m —m e e e 185
L. laeta (Peru) LALP-LP7 166 FKKKLENETRTIMEDIINENERIMLYGPYAFSKD————————————————mm——mmmm e — 196
L. laeta (Peru) LALP-LP2 161 FKKKLENETRTIREDIWPEIERIMLY G——— —————————————————————— 184
L. Iaeta (Peru) LALP-LP4 160 FKKKLENETRTJREDIINOERIMLYGPYAFSR-——=—===—=====————— == 189
L. laeta (Peru) LALP-LP5 160 FKKKLENETRTJRED)IPNIERIMLYGPYASSK————————=======——————————————— 189
L. Iaeta (Peru) LALP-LP6 158 FKKKLENETRTJREDIPNNPIMLYGPYAFSKD -~ ————==== === === = —mmmmm—m = 188

* . *k kk kkkkkkk ok

Fig. 6. Alignment of metalloproteases homologs. Alignment was carried out using the program Clustal Omega. The sequence recognized by Lox-mAb3 in red, and the Met-turn region

highlighted in green.

proteins present in L. intermedia venom [17,24,32,34-36]. Using these
strategies, the maintenance of spiders for venom extraction is no longer
necessessary, the proteins used as immungen can be produced in large
scale and animal suffering is reduced [17]. With the second approach, in
terms of reproducibility and specificity, this technology, unlike poly-
clonal antibodies, meets the challenge that 100% antivenom IgGs are
therapeutic, since that selection is made through its neutralizing capac-
ity [32].

Two neutralizing monoclonal antibodies against sphingomielinase-
D were previously produced by our group. Although this are the most
studied proteins and are known to be the main responsible for the en-
venomation symptoms, it has been suggested that clinical

manifestations observed in loxoscelism are the result of synergistic ac-
tivity among all components present in venom [31,35,36]. Therefore, it
is also necessary to produce neutralizing antibodies against the other
venoms components. Thus, in the present work, we used the two ap-
proaches mentioned here to produce antibodies able to neutralize
other Loxosceles venom components that are involved in the
loxoscelism manifestation. For this, a multiepitopic chimeric protein,
composed by B-cell epitopes derived from the three main toxins fami-
lies present in Loxosceles spider venoms (phospholipase-D,
metalloproteases, and hyaluronidases), was used as antigen to produce
monoclonal antibodies. This report is the first to describe a mAb that
recognizes and neutralizes a fribinolitic activity of metalloproteases

fl:::;er g:::;::nAcZIsd Membrane Reactivity
1 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYG a3 T ———
2 ANNTRTIGPFDYDSIMLYGAYG L I —
3 EANTRTIGPFDYDSIMLYGAYG ® ——
4 ENATRTIGPFDYDSIMLYGAYG ) — ]
5 ENNARTIGPFDYDSIMLYGAYG [} | e ———|
6 ENNTATIGPFDYDSIMLYGAYG Q ——
7 ENNTRAIGPFDYDSIMLYGAYG 0 e
8 ENNTRTAGPFDYDSIMLYGAYG -
9 ENNTRTIAPFDYDSIMLYGAYG [r—
10 ENNTRTIGAFDYDSIMLYGAYG [r—
1 ENNTRTIGPADYDSIMLYGAYG —
12 ENNTRTIGPFAYDSIMLYGAYG ‘ _——--
13 ENNTRTIGPFDADSIMLYGAYG ]
14 ENNTRTIGPFDYASIMLYGAYG —
15 ENNTRTIGPFDYDAIMLYGAYG © —
16 ENNTRTIGPFDYDSAMLYGAYG k) |
17 ENNTRTIGPFDYDSIALYGAYG B e
18 ENNTRTIGPFDYDSIMAYGAYG ® e
19 ENNTRTIGPFDYDSIMLAGAYG » =
20 ENNTRTIGPFDYDSIMLYAAYG ' ® e ———
21 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGGYG | ) e ————
22 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAAG Py EEEEEEE——
23 ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAYA ? |

o

20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000

Fig. 7. AlanineScan. Alanine analogues series of the peptide recognized by the monoclonal antibody were prepared by SPOT synthesis and subsequently tested using 1 pg/mL of Lox-mAb3.
Dark blue precipitate indicates reactive SPOTs in the membrane. The reference peptide is at position 1 and each additional point corresponds to an alanine analog. Each bar represents the
degree of binding of Lox-mAb3 with the reference peptide (first bar) or with an analog peptide in which the indicated residue has been replaced with alanine.
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Fig. 8. Fibrinogenolytic activity neutralization. SDS-PAGE 10% in reducing conditions was performed. The fibrinogen chains A, B and y are indicated on the left. Line (Fg) shows a positive
control with untreated fibrinogen while line (1) shows alpha chain degradation when fibrinogen is treated with 3 pg of L. intermedia venom for 16 h. The venom (3 pg) was pre-incubated
with differents concentrations of Lox-mAb3: 10 g (line 2), 25 pg (line 3), 50 pg (line 4) and 100 pg (line 5).

from Loxosceles spider venoms. Previous studies [29-31] have shown
the production of neutralizing monoclonal antibodies reactives solely
with phospholipase-D.

Twelve anti-rMEPlox monoclonal antibodies were obtained from
the second screening, all displaying affinity for rMEPlox, however,
only mAbs 4F5B2, 4F5B6 (Lox-mAb3), 4F5D6 and 4F5G4 were able to
react with L. intermedia venom antigens (Fig. 1¢). Therefore, due its sim-
ilar reactivity against L. intermedia venom when compared to anti-
rMEPlox serum (positive control), Lox-mAb3 was chosen to proceed
with the caracterization steps. Western blot analisys demonstrated
that Lox-mAb3 recognizes a 20 kDa protein in L. intermedia venom
(Fig. 3b). Feitosa et al. [12] discribed metalloproteases with distinct sub-
strates specificity and diferent size: (i) metalloproteases that bind and
degrade gelatin with 32-35 kDa, (ii) proteases that are specific for gel-
atin but present fibronectinolytic and fibrinogenolytic activities with
20-28 kDa electrophoretic mobility. This data suggests that mAb recog-
nizes the second type of metalloproteases. ELISA and Western blot as-
says showed that this monoclonal antibody also recognizes
metalloproteases of, Brazilian L. laeta, L. gaucho and Peruvian L. laeta
venoms (Fig. 4a and b). The results of polyspecifity of Lox-mAb3 diverge
from previous observation that mAbs produced against Loxosceles spi-
der venoms are mostly species-specific [30,32]. The observation that
this polyvalent monoclonal antibody recognizes a metalloproteases
from heterologous species, added to the fact that Lox-mAb3 belongs to
IgG1 subclass, suggests its potential for the treatment of accidents
caused by Loxosceles spp. spider bite, since IgG1 isotype is often pre-
ferred from the drug development prospective, due to its high stability
and capacity to cause effector function [37].

We further mapped the epitope recognized by Lox-mAb3 through-
out its binding to a set of immobilized overlapping peptides covering
the whole amino acid sequence of LALP1 from L. intermedia venom
and the results show that Lox-mAb3 strongly recognize three SPOTs
(62, 63 and 64) that corresponds to the C-terminal sequence of LALP1
(184ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY>05) (Fig. 5a and b). The multiepitopic
protein is composed for eight B-cell linear epitopes and one conforma-
tional epitope. The sequence recognized by Lox-mAb3 is a linear epitope
chosen due its immunogenicity [24]. All the reactive peptides share a
commom sequence containing nine amino acid residues
190lGPFDYDSI; gg. It is relevant to note that these sequence is located
close to a important and conserved methionine residue within a Met-
turn region (MXY), which tyrosine residue might be involved in sub-
strate fixation [38].

The outcomes obteined by alanine scan experiments show that the
amino acids residues of the 199lGPFDYDS;97 peptide sequence are im-
portant to Lox-mAb3 binding. All these amino acids, with Pro;q, excep-
tion, are strictly conserved among the sequences of metalloproteases
homologs of L. intermedia, L. gaucho and L. laeta (Brazil and Peru)
venoms (Fig. 6), explaining the cross-reactivity of this antibody with
several metalloprotease isoforms (Fig. 4a and b). The Pro,g; residue is
conserved in 31% of the analyzed sequences. Based on the 3D model

of LALP1, (UniProtKB - AOFKN6 (VMPA_LOXIN) it was demonstrated
that the sequence 199lGPFDYDS; g7 is exposed on the protein surface,
showing its availability for Lox-mAb3 binding. The peptide
184ENNTRTIGPFDYDSIMLYGAY 05 was recognized by Lox-mAb3, how-
ever, when the Ile;gg, Gly191, Progz, Phegs, Tyrigs or Aspge Were re-
placed by Ala, in alanine scan assay, there was a drastic reduction of
Lox-mAb3 recognition, demonstrating the importance of these seven
amino acids in the metalloprotease recognition by Lox-mAb3. In the
other hand, when Aspi94 Was replaced by Ala, there was an increase
of the recognition (Fig. 7). This observation could be used to improve
rMEPIox structure to raise its immunogenicity.

In the last part of this study, the neutralization of metalloprotease ac-
tivity under fibrinogen by Lox-mAb3 was evaluated. Fibronectin and fi-
brinogen cleavege by metalloproteases have an important role in the
pathogenesis of loxoscelism, such as hemorrhage at the bite site, diffi-
culty in healing wounds and can also increase tissue structures perme-
ability, facilitating the spread of other harmful toxins throughout the
victim body [38-40]. The monoclonal antibody generated in this study
was able to neutralize the fibrinogenolytic activity caused by
metalloprotease action. The crude venom degraded the o chain fibrino-
gen (Fig. 8), however, venom pre-incubation with Lox-mAb3 (25, 50
and 100 pg) showed a reduced « chain degradation, suggesting that
the use of the recombinant chimera as immunogen in monoclonal anti-
body production induced an antibody capable of neutralizing the
metalloprotease fibrinogenolytic activity, which may lead to a decrease
in hemorrhagic disturbances caused by Loxosceles envenomation.

Polyclonal antibodies, previously produced using rMEPlox as immu-
nogen in rabbits, are also able to neutralize the fibrinogenolysis induced
by L. intermedia venom [24]. However, this neutralization was observed
only in high antibody concentration, such as 100 pg, when compared to
Lox-mAb3 which was able to prevent the fibrinogen degradation in
lower concentrations (25 pg) (Fig. 8). Furthermore, polyclonal antibod-
ies possess a large number of IgGs that are not directed to venom toxins
but to other antigens that the immunized animal came into contact dur-
ing its life, while monoclonal antibodies present a single isotype, de-
fined specificity and all selected antibodies are therapeutic [32,41].
Therefore, a pool of monoclonal antibodies directed towards clinically
important venom toxins may be advantageous for envenomation ther-
apy improvement.

In conclusion, our results show, for the first time, the use of a
multiepitopic chimeric non-toxic protein, composed by B-cell epitopes
derived from the three main toxins' families present in Loxosceles spider
venoms for the monoclonal antibody production. The generated mAb
recognizes metalloprotease of medically important Loxosceles venoms
and is also capable of neutralizing its fibrinogenolytic activity. These re-
sults open possibities for the potential utilization of Lox-mAb?3, together
with mAbs previously produced against sphingomyelinase-D, to
impprove therapeutic antivenoms against loxoscelism, covering the
neutralization of the major proteins responsible for clinical
manifestations.
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