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Resumo

O loxoscelismo € um problema de saudde publica no Brasil, mas o veneno da
aranha Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898), que é uma espécie de importancia
meédica e apresenta grande capacidade de se adaptar ao ambiente urbano, ainda &
pouco caracterizado. Loxtox é uma familia de enzimas fosfolipase D (PLD) que séo
o principal componente do veneno de Loxosceles e sdo responsaveis pelos efeitos
clinicos do loxoscelismo. As toxinas Loxtox correspondem a 15% dos transcritos das
glandulas de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), no entanto, a familia Loxtox
de L. similis (Moenkhaus, 1898) ainda nao foi totalmente caracterizada. Assim, este
projeto teve como objetivo a caracterizagao funcional de Loxtox recombinantes e a
analise da capacidade imunogénica das toxinas para a obtencdo de anticorpos
capazes de neutralizar os efeitos provocados pelo veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898). Dessa forma, foram clonadas e caracterizadas duas toxinas Loxtox
recombinantes, a recLoxtox S1A e a recLoxtox s11lA. Ambas as toxinas
recombinantes mostraram atividade in vitro dependendo do pH e a recLoxtox s1A
causou efeitos mais intensos na pele de coelhos nos testes in vivo do que a rcLoxtox
s11A. Ambas as toxinas recombinantes foram usadas em protocolos de imunizacao
e epitopos mapeados nas toxinas recombinantes mostraram reacdes imunogénicas
diferentes para os soros produzidos. Ainda, os anticopos policlonais gerados contra
a recLoxtox s1A apresentou maior potencial para reduzir significativamente os
efeitos in vitro e in vivo do veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898). Assim, foram
obtidas e caracterizadas duas novas isoformas de Loxtox do veneno de L.similis, as
quais podem ser valiosas ferramentas biotecnoldgicas e imunoldgicas contra o

loxoscelismo.

Palavras-chave: Loxtox, fosfolipases D, Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898),

loxoscelismo, toxina recombinante, soro



Abstract

Loxoscelism is a recognized public health problem in Brazil, but the venom
from Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898) spider, which is widespread in Brazil due
to its adaptability to the urban environment, remains poorly characterized. Loxtox is a
family of phospholipase D enzymes (PLDs), which are the major components of
Loxosceles venom and are responsible for the clinical effects of loxoscelism. Loxtox
toxins correspond to 15% of L. similis (Moenkhaus, 1898) venom gland transcripts,
but the Loxtox family of L. similis (Moenkhaus, 1898) has yet to be fully described. In
this study, we aimed the functional charactereization of recombinant Loxtox and to
analyze their immunological properties in order to obtain antibodies able to neutralize
the effects evocked by L. similis (Moenkhaus, 1898) venom. Thus, we cloned and
functionally characterized recLoxtox s1A and recLoxtox s11A. These recombinant
toxins exhibited different in vitro activities depending on pH, and recLoxtox s1A had
more intense effects on rabbit skin than did recLoxtox s11A in vivo. Both recombinant
toxins were used in immunization protocols, and mapping of their epitopes revealed
different immunological reactions for the produced immune serums. Additionally,
polyclonal antibodies raised against recLoxtox s1A had greater capacity to
significantly reduce the in vitro and in vivo effects of L. similis (Moenkhaus, 1898)
venom. In summary, we obtained and characterized two novel Loxtox isoforms from
L. similis (Moenkhaus, 1898) venom, which may be valuable biotechnological and

immunological tools against loxoscelism.

Keywords: Loxtox, phospholipases D, Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898),

loxoscelism, recombinant toxin, serum
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1. Introducéo

1.1. Aranhas Loxosceles

Aranhas do género Loxosceles juntamente com o género Sicarius pertencem
a familia Sicariidae. Nos ultimos anos foram descritas 141 espécies de aranhas
Loxosceles, sendo que outras 19 espécies foram descritas como sinénimos de
espécies ja existentes (Platnick, 2021). Entre as diferentes espécies descritas, 109
sdo encontradas nas Américas, sendo que no Brasil ha 19 espécies de aranhas
Loxosceles (Platnick, 2021; Oliveira-Mendes et al., 2020). As similaridades
morfolégicas das aranhas Loxosceles, como a tonalidade amarronzada, a presenca
de uma mancha em formato de violino no cefalotérax, pernas longas e finas e trés
pares de olhos dispostos em diades séo caracteristicas deste género (FIGURAS 1 A,
B). Tais caracteristicas Ihes conferem os nomes comuns de “aranha marrom” ou
“aranha violino” (Gertsch, 1967; Vetter e Visscher, 1998).

FIGURA 1 Aranha Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898). A) L. similis (Moenkhaus,
1898) localizada na Gruta da Lapinha no Parque Estadual do Sumidouro no
muncipio de Lagoa Santa, MG (Fonte: Anderson do Carmo, arquivo pessoal). B)
Vista dorsal L. similis (Moenkhaus, 1898) fémea, setas vermelhas destacando os
trés pares de olhos dispostos em diades e a mancha em formato de violino no
cefalotérax (Fonte: Barbara Teixeira Faleiro, Belo Horizonte, Brasil, 2019).
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Baseando-se em caracteristicas morfoldgicas, Loxosceles foram classificadas
em nove grupos localizados na América do Norte (Loxosceles reclusa (Gertsch &
Mulaik, 1940)) América do Sul (Loxosceles gaucho (Gertsch, 1967), Loxosceles
laeta (Nicolet, 1849), Loxosceles amazonica (Gertsch, 1967), Loxosceles spadicea
(Simon, 1907), Loxosceles intermedia (Mello-Leitdo, 1934)), Africa do Sul
(Loxosceles vonwredei (Newlands, 1980), Loxosceles spinulosa (Purcell, 1904)) e no
Mediterraneo (Loxosceles rufenses (Dufour, 1820)) (Gertsch e Ennik, 1983; Gertsch
1967; Newlands e Atkinson, 1988; Nentwig et al., 2017). Varias outras espécies de
Loxosceles foram descritas em todo o mundo (FIGURA 2; Platnick, 2021). As
Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898) foram classificadas através de analises
morfolégicas dentro do grupo gaucho e andlises citogenéticas também evidenciaram
similaridades entre os cromossomos de L. similis (Moenkhaus, 1898), L. gaucho
(Gertsch, 1967) e Loxosceles variegata (Simon, 1897), todas pertencentes ao
mesmo grupo com 2n= 23, incluindo cromossomos sexuais (X1X2Y) (Gertsch 1967;
Araujo et al.,, 2020). A diversidade dos grupos € maior em latitudes de clima
temperado e tropical, principalmente nas Américas (Norte, Central e Sul) e na Africa
(Platnick, 2021). A distribuicdo das Loxosceles também abrange em menor
quantidade a Europa, Asia e Oceania (FIGURA 2; Platnick, 2021). A distribuic&o
dessas aranhas ocorre de forma nativa ou através da introducdo por atividades
humanas, dessa forma, ha registros isolados de diferentes espécies que se tornaram
“‘cosmopolitas” por interferéncia humana, por exemplo, existem registros da
presenca das espécies L. rufenses (Dufour, 1820), L. laeta (Nicolet, 1849) e L.
gaucho (Gertsch, 1967) em diferentes continentes (FIGURA 2; Nentwig et al., 2017;
Platnick, 2021). Além disso, Binford e colaboradores (2008), através de analises
filogenéticas, demonstraram a relagdo monofilética entre alguns grupos e
evidenciaram que a diversidade e a distribuicdo dos grupos de Loxosceles séo
consistentes com uma origem na Gondwana Ocidental, em um periodo anterior a
separacdo da Africa e da América do Sul. Planas e Ribeira (2014, 2015) também
discutem que € necessaria uma caracterizacdo mais completa da distribuicdo

dessas aranhas.

Na natureza, as Loxosceles apresentam comportamento sedentario e pouco
agressivo, sendo encontradas em locais escuros como cavernas, cascas de arvores,

pedras e folhas (Gertsch, 1967; Bertani et al., 2018). Essas aranhas predam e



17

praticam a necrofagia de outros artrépodes, incluido insetos grandes ou pequenos,
pseudoescorpifes, aranhas e diplépodas (Fischer et al.,, 2006; Souza-Silva e
Ferreira, 2014). A diminuicdo da disponibilidade de presas tem sido correlacionada
ao canibalismo e a mobilidade de aranhas L. similis (Moenkhaus, 1898) para outros
ambientes (Ferreira et al., 2005). Também foi observado que as aranhas L. laeta
(Nicolet, 1849) e L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) apresentam grande capacidade
de dispersdo e alta tolerancia a privacdo de agua e alimento (Fischer e
Vasconcellos-Neto, 2005). Desse modo, a capacidade de expanséo territorial dessas
aranhas associado a mudanca em seu habitat natural e outros fatores ecoldgicos
sdo aspectos pertinentes relacionados com a colonizacdo sinantropica de areas
urbanas por essas aranhas, o que tem sido exemplificado pelos achados de L. laeta
(Nicolet, 1849), L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), L. similis (Moenkhaus, 1898) e
outras espécies de Loxosceles em areas urbanas, incluindo o interior de residéncias
dos municipios de Curitiba e Belo Horizonte (Machado et al., 2005; Fischer e
Vasconcellos-Neto, 2005; Oliveira-Mendes et al., 2020).
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FIGURA 2 Distribuicdo mundial das espécies registradas de aranhas Loxosceles,
com variacdo entre 1 a 41 espécies/pais. G: localizacdo dos nove grupos de
Loxosceles definidos por analises morfolégicas (destacados em negrito). I
localizacdo das espécies introduzidas (estrelas amarelas: L. rufescens (Dufour,
1820), estrela azul: L. laeta (Nicolet, 1849), estrela verde: L. gaucho (Gertsch,
1967)). (Adaptado de Platnick, 2021 e Binford et al., 2008)

1.2. Acidentes com aranhas Loxosceles e loxoscelismo

O veneno produzido por aranhas Loxosceles é capaz de provocar sinais e
sintomas conhecidos como loxoscelismo. Acidentes com essas aranhas foram
registrados em diversas regides do mundo. Em alguns paises localizados na Europa,
Asia e Africa os registros de casos clinicos s&o menos frequentes e alguns foram
feitos sem a captura e/ou correta identificacdo das aranhas, comprometendo a real
epidemiologia do loxoscelismo nessas regibes (Nentwig et al., 2017). Em
comparacao, existe uma vasta literatura a respeito de acidentes provocados por
Loxosceles de diferentes espécies nas Américas, o que pode estar relacionado a

diversidade de espécies de Loxosceles presente nesses continentes, bem com a
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supernotificacdo de casos em decorréncia de diagndsticos sem a captura do
espécime (Nentwig et al., 2017; Oliveira-Mendes et al., 2020).

No Brasil, o loxoscelismo € um problema de saude publica, sendo que
representa 40% dos acidentes com aranhas notificados em todo o pais entre os
anos de 2007 a 2019 e tem uma média de mais de 8.000 casos por ano (FIGURAS
3 A, B; Ministério da Saude, 2021). As espécies de importancia clinica presentes no
Brasil incluem L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), L. laeta (Nicolet, 1849), L. gaucho
(Gertsch, 1967) e a L. similis descrita por Moenkhaus em 1988 (Chaves-Moreira et
al., 2017; Malaque et al., 2017; Oliveira-Mendes et al., 2020). Historicamente os
casos de loxoscelismo sdo elevados na regido Sul do pais, entretanto entre o
periodo de 2007 a 2019 nota-se um aumento do numero de casos nas demais
regides, principalmente na regido Sudeste (FIGURA 3 B; Ministério da Saude, 2021,
Oliveira-Mendes et al., 2020).

A picada das aranhas Loxosceles é indolor e os primeiros sinais clinicos do
loxoscelismo podem aparecer nas primeiras duas a oito horas apds o
envenenamento, levando a subsequentes alteracdes cutaneas associadas ou néao a
implicagbes sistémicas (Hogan et al., 2004; Ibister e Fan, 2011). Os acidentes
ocorrem principalmente quando as aranhas séo acidentalmente pressionadas contra
o corpo, sendo que as picadas ocorrem com mais frequéncia nos membros
inferiores (39,7%), seguido pelos membros superiores (21,5%), torso (18,2%),
cabeca e pescoco (15,7%) (Malaque et al., 2017; Lopes et al., 2020). As taxas de
mortes por loxoscelismo séo baixas, entre 2007 a 2019 foram 72 6bitos registrados
em decorréncia de agravos do envenenamento, entretanto os efeitos cutaneos e
sistémicos do loxoscelismo podem levar a sérias sequelas e complicagbes, como a
faléncia renal aguda (Ministério da Saude, 2021; Lopes et al., 2020). Diferentes
fatores contribuem para a intensidade dos efeitos do loxoscelismo, incluindo a
guantidade de veneno injetado, a diferenca da toxicidade entre os venenos, a
ocorréncia de infec¢cdes secundarias e as caracteristicas genéticas e fisioldgicas da
vitima, incluindo a presenca de comorbidades como diabetes tipo 2, hipertenséo e
carcinoma (de Oliveira et al., 2005; Albuquerque et al., 2018, Tormos et al., 2019).
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FIGURA 3 Epidemiologia dos acidentes com aranhas no Brasil entre os anos de
2007 a 2019. A) Porcentagem de acidentes com aranhas no Brasil. B) Numero de
acidentes com Loxosceles no Brasil (destacados em negrito) e acidentes por regido

brasileira. (Fonte: Ministério da Saude, 2021).

A forma cutanea do loxoscelismo é observada em quase 80% dos casos de
envenenamento e é caracterizada por lesdo eritrematosa e extensa dermonecrose
(FIGURAS 4 A-D; Malaque et al., 2002; Vetter e Isbister, 2008; Lopes et al., 2020).
Nas primeiras oito horas ap0s o acidente observam-se no local da picada prurido,
dor média a severa, bem como, sensacdo de queimacado, eritema transiente e
edema. Na forma cuténea do loxoscelismo também pode ocorrer a formagéo de uma
placa contendo areas isquémicas, hemorragia e vasoconstricdo, 0 que pode
progredir para a formacdo de bolhas e uma extensiva area de necrose. A
dermonecrose pode evoluir com ulceracdo e espalhamento gravitacional da lesao
(Malaque et al., 2002; Vetter e Isbister, 2008; Lopes et al., 2020).
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O loxoscelismo sistémico é uma complicagcdo menos comum, podendo ser
observado em 10% a 26% dos quadros clinicos de loxoscelismo (FIGURAS 4 E, F;
Malaque et al., 2011; Lopes et al., 2020). Além disso, alguns autores sugerem a
existéncia de uma subnotificacdo de quadros mais leves de loxoscelismo sistémico,
0 que promove um Viés para que apenas sintomas mais graves e raros sejam
notificados (Lopes et al., 2020). Os agravos do loxoscelismo sistémico, como a
faléncia renal aguda, podem levar a Obito, principalmente ao acometer idosos e
criancas (Hogan et al., 2004). Os mecanismos de que levam aos quadros de faléncia
renal ainda sdo pouco conhecidos, porém através de ensaios experimentais e
biépsia renal foi evidenciado que a deposicdo de eosindfilos e pigmentos de
contetdo celular nos tubulos distais dos rins, bem como o edema e a hemorragia
estdo ligados a necrose renal (Lucato et al., 2011; Gongalves, 2017). Além disso,
sintomas nao especificos podem ser associados aos efeitos sistémicos, incluindo
febre, calafrio, indisposicdo, nausea, prurido generalizado, erupg¢des petequiais e
vomito nas primeiras 24 e 48 horas. Outras alteracdes clinicas do loxocelismo
incluem choque, ictericia, anemia hemolitica, trombocitopenia, coagulacéo
intravascular disseminada, bilirrubina elevada, hemoglobinaria, leucocitose,
rabidomiolise e proteinuria (Malaque et al., 2002; Vetter e Ibister, 2008; Albuquerque
et al., 2018; Lopes et al., 2020). Somado aos efeitos do veneno no organismo, foram
relatados casos clinicos de infeccdo secundaria por bactérias e fungos, fascite
necrosante nao infecciosa, sindrome compartimental e amputacdo de membro
(Malaque et al., 2011; Tormos et al., 2019; Rodriguez-Roiz et al., 2017).
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FIGURA 4 Progressdo do Loxoscelismo cutaneo e sistémico. A) Ulceragdo e
necrose no dia 1, B) dia 9, C) dia 16, D) dia 25. (Fonte: adaptado de Ibister e Fan,
2011). E) Coleta de urina com hemoglobindria e/ou hematudria devido a hemdlise
intravascular 30 horas ap6s o acidente, F) urina normal 96 horas apés o acidente.
(Fonte: adaptado de Lopes et al., 2020)

1.2.1. Diagndstico e tratamento do loxoscelismo

7

O diagnostico do loxoscelismo é atualmente baseado em observacdes
clinicas, informacdes epidemiolégicas da regido e a identificacdo das aranhas
(Andersen et al., 2011; Nentwig et al., 2017). Diferentes ensaios laboratoriais, como
exames de dosagem de hemoglobina, bilirrubina e hemoglobindria séo utilizados
como auxiliar no diagnostico do loxoscelismo e como exames de monitoramento da
evolucao dos quadros clinicos (Lopes et al., 2020). Os acidentes sdo usualmente
notados varias horas apés a picada, principalmente quando o dano cutaneo é mais
evidente e frequentemente o agente causador ndo € capturado, 0 que pode
comprometer o diagnéstico (Malaque et al., 2002; Nentwing et al., 2017; Lopes et al.,
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2020). Além disso, em paises nos quais outras espécies de aranhas estdo
associadas a dermonecrose, pode ocorrer a auséncia da correta identificagdo do
agente causador, comprometendo o diagnostico e promovendo uma superestimacao
dos casos de loxoscelismo (Vetter et al., 2003; Nentwing et al., 2017; Lopes et al.,
2020). Por exemplo, aranhas do género Sicarius, que pertencem a mesma familia
das aranhas Loxosceles, também possuem veneno capaz de levar a dermonecrose
e outros efeitos similares ao loxoscelismo (Van Aswegen et al., 1997; Avelar et al.,
1992; Lopes et al.,, 202l1a). Os sintomas do loxoscelismo também podem ser
confundidos com outras patologias como dermatites, celulite infecciosa, Ulcera
diabética, infeccdo estafilococica ou estrepcdcica, herpes zoster e sepse (Vetter e
Isbister, 2008; Swanson e Vetter, 2005; Nguyen e Pandey, 2019). Dessa forma, o
reconhecimento tardio do loxoscelismo compromete a aplicacdo do tratamento
adequado e possibilita o agravamento da sintomatologia (Malaque et al.,, 2002;
Nentwig et al., 2017).

Em vista das limitagBes para o diagndstico preciso do loxoscelismo, diferentes
trabalhos tiveram como perspectiva o desenvolvimento e a padronizagéo de ensaios
laboratoriais que visam o diagnostico dos casos de envenenamento com aranhas
Loxosceles, incuindo diferentes ensaios imunoenziméticos e métodos colorimétricos
de imunodiagnéstico para deteccdo de antigenos relacionados ao veneno em
amostras biolégicas como soro, pelos e lesdes na pele (Barrett et al., 1993; Chavez-
Olortegui et al., 1998; Krywko e Gomez, 2002; McGlasson et al., 2009; Jiacomini et
al., 2016). Em trabalhos do nosso grupo de pesquisa também foram desenvolvidas
alternativas mais eficientes para o diagnéstico do loxoscelismo a partir da
funcionalizacdo de anticorpos que reconhecem o veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898) em amostras de urina (Biscoto, 2018). Entretanto, apesar do potencial para
aplicacdo clinica, poucos casos clinicos reportados na literatura tiveram o
diagnadstico confirmado por imunoensaios de ELISA (4,2%) e, até o momento, 0S
meétodos diagndsticos laboratoriais ndo possuem disponibilidade comercial (Lopes et
al., 2020).

Existe uma multiplicidade de tratamentos sugeridos para o loxoscelismo, os
quais sdo controversos e dependes da gravidade das lesbes cutaneas e alteragbes
sistémicas. Dferentes terapias ndo especificas séo utilizadas contra o loxoscelismo

com sintomas leves ou moderados, incluindo anti-inflamatorios orais e topicos, anti-
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histaminicos e antibiéticos. Em situagcbes moderadas e graves de dermonecrose
também ha indicacdo de Dapsona, corticoides, colchicina e colageno topico (Paolino
et al.,, 2020; Chaves-Moreira et al.,, 2017). Outras opc¢les consideradas sao
intervencdes cirdrgicas para a remoc¢ao da escara necrotica e reconstrucdo do tecido
lesionado, bem como a transfusdo de hemacias em caso de hemdlise intravascular e
hemodialise em casos de faléncia renal (lbister e Fan, 2011; Albuquerque et al.,
2018). Para casos moderados e graves de loxoscelismo cutaneo e sistémico, o
Ministério da Saude recomenda o wuso dos antivenenos associados a

corticosteroides (Ministério da Saude, 2001).

Existem ainda outras formas de tratamentos utilizadas na clinica para a
terapia do loxoscelismo, incluindo terapia com camara hiperbarica de oxigénio a fim
de diminuir as lesBes necréticas e diminuir o crescimento de bactérias, como
Clostridium perfinges, as quais sdo encontradas nas presas de Loxosceles
(Hadanny et al., 2016; Swason e Veter, 2006; Monteiro et al., 2002; Cetinkaya et al.,
2020). Outra alternativa é a terapia de troca plasmatica (TPE) ou plasmaferese
somada a transfusdo sanguinea em casos de hemdlise severa, objetivando a
remocdo de componentes plasmaticos como anticorpos, componentes do
complemento e citocinas (Abraham et al., 2015; Cetinkaya et al., 2020). Outras
terapias menos comuns sao a terapia por pressdo negativa (NPWT), utilizada para
acelerar o processo de cicatrizacdo com aumento do fluxo sanguineo local e
reducdo do edema, bem como o uso de fibroblastos aut6logos no local da lesao para
producdo de colageno e recuperacdo da area afetada (Miller et al., 2007,
Guglielmetti et al., 2019). Além disso, uma pomada a base de tetraciclina foi
recentemente desenvolvida pelo Instituto Butantan e CeTICS/FAPESP e esta em
fase de testes clinicos para o tratamento dos efeitos cutdneos do loxoscelismo
(Lopes et al., 2020). A tetraciclina tem sido investigada como um antibiético
promissor para o tratamento dos efeitos dermonecroticos e efeitos de reducdo de
danos renais causados pelo veneno de Loxosceles, uma vez que inibe a formagéo
de metaloproteinases de matriz, reduzindo a expressédo dessas proteinas que estéo
associadas com o desenvolvimento dos efeitos necréticos do veneno (Correa et al.,
2016; Okamoto et al., 2017).
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1.2.1.1. Terapia com antivenenos

Atualmente o Unico tratamento especifico para o loxoscelismo é a terapia com
antiveneno. No Brasil sdo produzidos e comercializados o soro anti-aracnidico e o
soro anti-loxoscélico, ambos contendo fragmentos de imunoglobulina F(ab’),
derivados de cavalo. O soro anti-aracnidico € produzido pelo Instituto Butantan em
Séo Paulo a partir da imunizacdo de equinos com venenos derivados das aranhas L.
gaucho (Gertsch, 1967), Phoneutria nigriventer (Keyserling, 1891) e dos escorpides
Tityus serrulatus (Lutz and Mello, 1922) e Tityus bahiensis (Perty, 1833). J& 0 soro
anti-loxosceélico, produzido pelo Centro de Producéo e Pesquisa de Imunobioldgicos
do estado do Parana (CPPI) é derivado da hiperimunizacdo de cavalos com veneno
de L. laeta (Nicolet, 1849), L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), e L. gaucho (Gertsch,
1967) (Pauli et al., 2006).

A terapia com antivenenos € amplamente utilizada e busca a reducdo da
lesdo e a possivel prevencdo de manifestacdes sistémicas, porém existem
limitagdes tanto na producdo como na utilizacdo do soro (Miranda et al., 2021). Para
a hiperimunizacdo de equinos e producdo dos anticorpos sao necessarias grandes
guantidades de veneno e a extracdo de veneno de Loxosceles por eletroestimulacéo
ou por suave compressdo do cefalotérax resulta em poucos microlitros e
microgramas de proteinas do veneno (Chaves-Moreira et al., 2019). A manutencao
em cativeiro de aranhas Loxosceles ainda € um grande desafio e varias aranhas
morrem apds 0 processo de eletroestimulacdo ou precisam ser sacrificadas para
remocao das glandulas a fim de se obter maiores quantidades de veneno (Gremiski
et al., 2014; Miranda et al., 2021). Os animais utilizados durante os protocolos de
imunizacdo e nos testes de neutralizacdo com os anticorpos produzidos também
sofrem os efeitos deletérios promovidos pelos componentes toxicos do veneno
(Theakston et al., 2003; Pauli et al., 2006; Felicori et al., 2009). A distribuicdo dos
soros também enfrenta desafios, uma vez que por serem comercializados em estado
liquido, os antivenenos precisam ser transportados em temperaturas 6timas entre
3°C a 5°C, o que torna o processo mais laborioso para regides de clima tropical
(Miranda et al., 2021).
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Além disso, erros no diagnostico do loxoscelismo, bem como a procura tardia
para o tratamento limitam a efetividade do soro, uma vez que o mesmo é pouco
efetivo na neutralizacdo das lesdes necroticas quando aplicado 72 horas apés o
acidente (Ibister e Fan, 2011; Pauli et al., 2009). Ainda, os antivenenos podem gerar
reacOes adversas, incluido reacdes alergias, anafilaticas e outros sintomas (Miranda
et al., 2021). Em estudo recente, Grashof e colaboradores (2020) também
mostraram que um anti-aracnidico produzido no México (AAA2013-BB-IND 15757)
nao foi capaz de inibir a atividade anticoagulante do veneno de L. reclusa (Gertsch &
Mulaik, 1940). Assim, torna-se imprescindivel a otimizacdo dos protocolos de
producdo de antivenenos e de controle de qualidade que possam garantir a eficacia
e a seguranca do produto (Miranda et al., 2020). Além disso, é indispensavel que
novas técnicas para a producdo de antivenenos sejam estudadas, como por
exemplo, o uso de proteinas recombinantes, epitopos sintéticos e inovacfes em
protocolos de imunizagédo que visam contribuir para a otimizagao dos antivenenos e
para o bem estar animal (Olvera et al., 2006; Figueiredo et al., 2014; Miranda et al.,
2021).

1.3. Veneno de Loxosceles

As aranhas Loxosceles produzem seu veneno em um par de glandulas
situadas no cefalatérax. O veneno € constituido por uma mistura de proteinas,
glicoproteinas e peptideos de baixo peso molecular (Malaque et al.,, 2017). Uma
Loxosceles adulta é capaz de injetar poucos microlitros de veneno (4 ul) contendo
uma quantidade de 30 a 100 ug de proteinas (Gremski et al., 2014). As aranhas
Loxosceles fémeas produzem maiores quantidades de veneno do que os machos da
mesma espeécie, 0 que pode estar correlacionado ao maior tamanho e peso das
fémeas (Malaque et al., 2017). Andlises dos perfis eletroforéticos das pegonhas de L.
similis (Moenkhaus, 1898), L. laeta (Nicolet, 1849), L. reclusa (Gertsch & Mulaik,
1940) e L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) mostraram um padrédo de similaridade
entre 0s componentes proteicos e uma predominancia de proteinas em regides de 5
a 40 kDa (Barbaro et al., 2005; Silvestre et al., 2005). Analises de transcritos por
EST das glandulas de veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) e L. intermedia (Mello-
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Leitdo, 1934) mostraram que 39 e 43,5% dos transcritos sdo toxinas, dentre as quais
a maior parte corresponde a fosfolipases D, proteases do tipo astacina e peptideos
ICK (Inhibitor Cystine Knot) de baixo peso molecular (Fernandes-Pedrosa et al.,
2008; Gremski et al,. 2010).

Os efeitos observados no loxoscelismo sdo decorrentes do sinergismo entre
os diversos componentes do veneno (Kalapothakis et al., 2007). Diferentes estudos
buscaram analisar os efeitos in vivo do veneno de Loxosceles, sendo que o coelho &
o melhor modelo animal para verificar os efeitos cutaneos do veneno, uma vez que
esse animal, ao contrario dos camundongos, desenvolve um padrdo de resposta e
espalhamento gravitacional da lesédo similar ao observado em humanos (Futrel, 1992;
Pereira et al., 2012a,b). Andlises histopatoldgicas apds injecdes em peles de
coelhos mostraram que o veneno promove infiltrado massivo de leucdcitos, com
predominancia de células polimorfonucleares, edema, vasodilatacdo, hemorragia,
dissociacdo da derme-epiderme, necrose nas camadas da derme e coagulos
(Ospedal et al., 2002; Pereira et al., 2012a; Oliveira-Mendes et al., 2020). O infiltrado
exacerbado de leucdécitos polimorfonucleares € considerado o maior responsavel
pelos danos ao tecido e a inducdo de neutropenia em coelhos inibiu o
desenvolvimento das lesdes necroticas, vasodilatacdo e hemorragia promovidas
pelo veneno, embora a deplecdo do influxo de neutréfilos ndo tenha impedido a
hemorragia e a degradacao de colageno (Sunderkotter et al., 2001; Tambourgi et al.,
2005). A ativacao de leucdcitos foi correlacionada a atividade do veneno em células
endoteliais e experimentos in vivo mostraram a adesao de leucdcitos ao endotélio, a
transmigracdo de leucOcitos através da membrana endotelial e a degeneracdo de
vasos sanguineos (Patel et al., 1994; Paludo et al., 2006; Veiga et al., 2001).

Andlises in vitro também contribuiram para elucidar os efeitos citotoxicos do
veneno de Loxosceles. A atividade do veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934)
em células endoteliais mostrou mudancas na adesao celular seguida pela retracéo e
destacamento celular levando a apoptose, sendo que nao foram observados danos
aos lisossomos. Tais efeitos foram correlacionados com a fragilidade vascular e os
efeitos hemorragicos do veneno (Nowatzki et al., 2010; 2012). Em queratinocitos
humanos tratado com veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) ocorreu 0 aumento da
expressdo de metaloproteases (MMP2, MMP7 e MMP9), além de aumentar os niveis

de espécies reativas de oxigénio, fatores associados a apoptose e dano ao DNA
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(Paixao-Cavalcante et al.,, 2006; da Silva et al., 2020). O veneno de também
promove efeitos citotoxicos em fibroblastos, eritrocitos e células renais (Dantas et al.,
2014; Chaves-Moreira et al., 2011; Chaim et al., 2006; Kusma et al., 2008). Além
disso, o veneno de L. gaucho (Gertsch, 1967) promove adesdo e agregacao
plaguetaria, bem como induz a ativagcdo de plaquetas humanas e de coelhos
aumentando a expressdo de LIBSI (ligand-induced binding site 1) e de P-selectina
(Tavares et al., 2011).

Outros experimentos mostraram efeitos sistémicos, como danos renais
agudos promovidos pelo veneno de L. gaucho (Gertsch, 1967), os quais foram
independentes dos efeitos cutaneos e estdo relacionados ao bloqueio do fluxo renal
e a rabdomiolise sistémica (Lucato et al., 2011). Efeitos cardiotoxicos também foram
relatados para o veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) injetado em
camundongos (Dias-Lopes et al.,, 2010a). Além disso, o veneno de Loxosceles
appachea promoveu alteracfes em regifes do sistema nervoso central de ratos. Os
autores verificaram hemorragia em duas estruturas cerebrais, a area postrema e o
plexus coroide, ligadas a degradacao da laminina y, bem como observaram que o
veneno de L. appachea (Gertsch & Ennik, 1983) induziu leucopenia, neutrofilia e

acantocitose em sangue periférico (Plenge-Tellechea et al., 2019).

Os efeitos téxicos do veneno podem variar de acordo com a espécie de
Loxosceles. Estudos comparativos do veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) e L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934) mostraram que o0 veneno da primeira espécie causa
lesbes maiores in vivo e possui maior atividade hemolitica (de Oliveira et al., 2005;
de Oliveira-Lima et al., 2016). Os venenos de Loxosceles boneti (Gertsch, 1958), L.
reclusa (Gertsch & Mulaik, 1940) e L. laeta (Nicolet, 1849) mostraram diferencas
guanto ao potencial de clivar a cadeia Aa do fibrinogénio. Além disso, apenas o
veneno de L. reclusa (Gertsch & Mulaik, 1940) apresentou atividade anticoagulante
(Grashof et al., 2020). Andlises das atividades téxicas dos venenos de Loxosceles
amazonica (Gertsch, 1967) e Loxosceles willianilsoni (Fukushima, de Andrade &
Bertani, 2017) também revelaram que 0s venenos dessas espécies possuem
atividade esfingomielinasica e induzem hemodlise dependente do sistema
complemento, porém ndo exibem atividade citotoxica em queratinocitos, que foi
observada para o veneno de L. laeta (Nicolet, 1849). Os autores sugerem que

variacdes interespecificas poderiam estar relacionadas a uma menor toxicidade do
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veneno de ambas as espécies em comparacao ao veneno de L. laeta (Nicolet, 1849)
(Lopes et al., 2021b).

Estudos das atividades isoladas de toxinas também tém contribuido para
elucidadar os mecanismos de acdo dos diferentes componentes do veneno, como
as fosfolipases D que sdo capazes de interagir com a matriz extracelular, desregular
0 sistema complemento e promover in vivo os efeitos observados durante o
loxoscelismo, incluindo dermonecrose, agregacdo plaquetaria e hemdélise (Chaves-
Moreira et al., 2017; Oliveira-Mendes et al., 2020). Outras enzimas presentes no
veneno sdo as metaloproteases e as serinoproteases que apresentam atividade
gelatinolitica, degradando fibrina e fibrinogénio, e assim comprometem a estrutura
da membrana basal (Veiga et al., 2000; Trevisan-Silva et al., 2013; Medina-Santos et
al., 2019). As hialuronidases presentes no veneno de Loxosceles foram associadas
ao efeito de espalhamento gravitacional da lesdo necrotica, além de potencializar os
efeitos danosos promovidos pelas fosfolipases D (Ferrer et al., 2013; De Bona et al.,
2021). Outros componentes ndo enzimaticos do veneno de Loxosceles sdo os
peptideos ICK que atuam em canais voltagem-dependente para sédio (NaV) e célcio
(CaV) e possuem atividade inseticida (de Castro et al., 2004; Matsubara et al., 2013).
Uma proteina TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) presente no veneno
de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) foi isoladamente caracterizada e promoveu
edema, atividade inflamatéria e a permeabilidade vascular (Sade et al.,, 2012).
Através de analises transcriptbmicas tem sido demonstrada a presenca de
sequéncias com alta similaridade a toxinas alergénicas - LALLT (Loxosceles
Allergen-Like Toxin), as quais sdo ricas em cisteinas e podem estar relacionadas
aos eventos de hipersensibilidade descritos apés o envenenamento (Gremski et al.,
2014; Justa et al., 2020). Além dos componentes toxicos do veneno, foi identificado
no veneno de L. gaucho (Gertsch, 1967) um peptideo antimicrobiano com atividade

em bactérias gram-negativa (Segura-Ramirez et al., 2018).



30

1.3.1. Veneno de Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898)

Nosso grupo também tem trabalhado na caracterizacdo transcriptdmica por
NGS da glandula de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) e até 0 momento foram
encontradas diversas toxinas como fosfolipases D (incluindo 23 sequéncias de
proteinas Loxtox), toxinas inseticidas, metaloproteases, TCTP, toxinas alergénicas,
serinoproteases, hialuronidases e outras toxinas, as quais correspondem a 9,6% dos
transcritos totais (Dantas et al., 2016; da Silva, 2018). Diferentes trabalhos
demonstraram as primeiras caracterizacdes bioquimicas e moleculares do veneno
de L. similis (Moenkhaus, 1898), bem como a identificacdo dos principais efeitos do
veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) no loxoscelismo (Oliveira-Mendes et al.,
2020; Silvestre et al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Horta et al., 2013; Dantas, et al.,
2014, 2016). A avaliacdo da acdo dermonecrética ocasionada por L. similis
(Moenkhaus, 1898) e L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) mostrou que aranhas
fémeas promovem uma lesdo mais exacerbada quando comparada as lesdes
provocadas por machos (de Oliveira et al., 1999; Chatzaki et al., 2012). Foi mostrado
também que em camundongos o veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) possui
uma dose letal DLso de 0,32 mg/Kg (Silvestre et al., 2005), enquanto as doses letais
calculadas para os venenos de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), L. gaucho
(Gertsch, 1967) e L. laeta (Nicolet, 1849) sado respectivamente 0,48 mg/Kg , 0,74
mg/Kg e 1,45 mg/Kg (Mota e Barbaro, 1995).

Experimentos in vivo mostram que o veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)
causa necrose, hiperemia, trombose, denso infiltrado inflamatério e a dissociacéo de
fibras colagenas e reticulares na derme (Chatzaki et al., 2012; Pereira et al., 2012a,b,
2014). Sabe-se que varios mediadores biolégicos e vias celulares séo liberados e
ativados pelos componentes do veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898). Em
fibroblastos humanos, o veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) estimulou a
liberacdo de mediadores da ativacdo da resposta inflamatoria IL-6, IL-8, CXCL1 e
CXCL2 através de vias receptoras de acido lisofosfatidico (LPA), bem como
promoveu a ativacao das caspases-3, 6, 7 e 9 da via de apoptose (Horta et al., 2013;
Dantas et al., 2016). Além disso, injecbes de 1,4 mg/Kg de veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) foi capaz de promover alteracbes renais como formacdo de

vacuolos nas células do epitélio tubular, necrose tubular, deposicdo de detritos
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celulares no lumen do tubulo e hemorragia na regido glomerular (Goncalves, 2017).
Ainda, o antiveneno produzido a partir de protocolos de imunizagdo com veneno de
L. similis (Moenkhaus, 1898) em coelhos foi capaz de neutralizar os principais
efeitos necroticos cuténeos e renais do veneno, diminuindo o tamanho das lesbes
em pele de coelho e minimizando as altera¢des histopatoldgicas renais e dérmicas
(Chatzaki et al., 2012; Gongalves, 2017).

1.4. Fosfolipases D de Loxosceles

As enzimas fosfolipases D (PLD) do veneno de Loxosceles pertencem a
familia de dominios proteicos conhecidos como enzimas PLD do tipo
Glicerofosfodiester Fosfodiesterase (GDPD) (Binford et al., 2009). Os genes
codificadores para enzimas PLD tipo GDPD foram descritos em diferentes
organismos como bactérias, fungos, artrépodes e cnidarios (Dias-Lopes et al., 2013;
Lajoie et al., 2015a; Cordes e Binford, 2018). Diferentes autores discutem uma
possivel origem comum para as toxinas do grupo GDPD presentes nesses
organismos, com multiplos eventos de duplicacdo e perda de genes, bem como a
contribui¢cdo da transferéncia horizontal de genes entre esses organismos (Fry et al.,
2009; Dias-Lopes et al., 2013; Cordes e Binford, 2018). Em Loxosceles foi proposto
o0 nome Loxtox (Loxosceles toxin) para o conjunto de genes homdlogos que
codificam as fosfolipases D que apresentam acédo ligada ao loxoscelismo
(Kalapothakis et al., 2007). Além disso, também foi sugerido o nome SicTox
(Sicariidae toxin) como uma designacao ampla, uma vez que o0s genes codificantes
sdo encontrados em mudltiplas coépias tanto em Loxosceles como em Sicarius
(Binford et al., 2009). As multiplas copias de genes para fosfolipase D encontradas
no veneno de diferentes organismos remetem ao papel biolégico dessas enzimas no
mecanismo de predagdo e defesa das aranhas, o qual ainda € pouco explorado
(Binford et al., 2009; Zobbel-Throop et al., 2012).

As fosfolipases D tém sido caracterizadas principalmente pela capacidade de
provocarem 0s principais efeitos do loxoscelismo. Elas representam
aproximadamente 15%, 20% e 16% das toxinas presentes nos venenos de L. similis
(Moenkhaus, 1898), L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) e L. laeta (Nicolet, 1849),
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respectivamente (Dantas et al., 2016; Fernandes-Pedrosa et |., 2008; Gremski et al,.
2010). Ainda, um peptideo com potencial antimicrobiano encontrado no veneno de L.
gaucho (Gertsch, 1967) apresentou uma sequéncia de aminoacidos idéntica a
fosfolipases D e os autores hipotetizaram que o peptideo possa ter sido originado
por protedlise dessas toxinas (Segura-Ramirez et al., 2018). As fosfolipases D
presentes no veneno de diferentes Loxosceles possuem massa molecular variando
de 31 a 35 kDa e as sequéncias das isoformas compostas por 284 ou 285 residuos
de aminoacidos apresentam regides conservadas (Binford e Wells, 2003;
Kalapothakis et al., 2007). Diferentes efeitos foram observados para fosfolipases D,
como hemdlise, agregacdo plaquetaria com liberacdo de fosfatidilserina,
dermonecrose, edema, ativagcdo do complemento, imunogenicidade, permeabilidade
vascular, efeitos cardiotdxicos, aumento da expressdo de metaloproteases (MMP2,
MMP9 e MMP7) em queratinécitos e estimulo de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatérias (da Silva et al., 2004; Dias-Lopes et al., 2010a; Chaim et al., 2011,
Horta et al., 2013; Corréa et al., 2016; Fukuda et al., 2017; Oliveira-Mendes et al.,
2020). A hemolise promovida pelo veneno loxoscélico também esta relacionada aos
efeitos da fosfolipases D diretamente sobre os lipideos da membrana celular, como
esfingomielina e lisofosfatidilcolina, bem como a ativagdo indireta do sistema
complemento o que leva a ativagao de metaloproteases (Chaves-Moreira et al., 2009,
2011, 2017). Além disso, recentemente foi evidenciado que uma fosfolipase D
recombinante de L. laeta (Nicolet, 1849), bem como o veneno da mesma espécie,
foram capazes de aumentar os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio
apos ligacdo na superficie celular, o que promoveu danos ao DNA dos
gueratinécitos tratados, bem como foi identificada a presenca de histonas yH2AX,

sugerindo a ativacdo do mecanismo de reparo de DNA (da Silva et al. 2020).

Existem variacfes inter e intraespecificas entre as fosfolipases D do género
Loxosceles e do género Sicarius. Por exemplo, fosfolipases D encontradas em
Sicarius tropicus possuem atividade esfingomielinasica, porém apresentam um
diferente mecanismo para hemolise, o qual ainda néo foi esclarecido (Lopes et al.,
2021a). Os efeitos téxicos das fosfolipases D também variam entre as isoformas
presentes no veneno de Loxosceles da mesma espécie. Isoformas de fosfolipase D
isoladas do veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) mostraram diferencas na

atividade histopatologica, hemolitica e enzimatica (da Silveira et al., 2006, 2007,
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Chaves-Moreira et al., 2011; Oliveira-Mendes et al., 2020). Além disso, fosfolipases
D purificadas do veneno de L. boneti (Gertsch, 1958) ndo apresentaram atividade
necrotica e enzimatica (Ramos-Cerrilo et al., 2004). Dessa forma, a caracterizacao
dos efeitos isolados dessas toxinas contribui para elucidar os mecanismos de acéo
do veneno na patofisiologia do loxoscelismo e compreender diferengas nos sintomas

observados ap6s 0 envenenamento.

Nos ultimos anos por meio de técnicas de biologia molecular, protedmica e
transcriptobmica diferentes isoformas de fosfolipases D foram encontradas e
caracterizadas (Chaves-Moreira et al., 2017; Oliveira-Mendes et al., 2020). Utilizando
a técnica de RNA-seq, foi realizado o transcriptoma da glandula de veneno de L.
similis (Moenkhaus, 1898) (Dantas et al., 2016). Foram identificadas 23 isoformas
completas de fosfolipase D nomeadas como Loxtox e classificadas em 12 subgrupos
(FIGURA 5). Entre as isoformas encontradas, as Loxtox dos subgrupos sl e sl1l1
representam mais de 70% das fosfolipases D presentes no veneno e possuem alta
similaridade com fosfolipases D de outras espécies de Loxosceles (FIGURA 5;
Dantas et al., 2016). As Loxtox do grupo sl foram agrupadas por similaridade a
outras toxinas presente no veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) e L. gaucho
(Gertsch, 1967) que apresentam atividade esfingomielindsica e alta toxicidade em
testes in vivo (Vuitka et al., 2016; Magalhdes et al., 2013). Por outro lado, as
sequéncias das Loxtox do subgrupo sl1l1 foram classificadas junto a toxinas de L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934) que ndo promovem dermonecrose e apresentam
baixa atividade de esfingomielinase. Além disso, foram identificadas 3 sequéncias
incompletas de fosfolipases D, das quais duas foram comparadas por identidade a
fosfolipase D de uma aranha Stegodyhus mimosarum e uma teve maior
porcentagem de identidade com uma fosfolipase D da bactéria Simkania negevensis
z (Dantas et al., 2016). Neste trabalho foram caracterizadas a agéo isolada da forma
recombinante de duas Loxtox (s1lA e s11A) presentes no veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898).
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FIGURA 5 Arvore com os 12 subgrupos de Loxtox encontradas no transcriptoma da
glandula de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898). Sdo mostrados os nomes das
23 sequéncias, a similaridade com outras fosfolipases D e as principais
caracteristicas que foram correlacionas com cada isoforma de Loxtox. As Loxtox
produzidas neste trabalho foram destacadas em vermelho (Fonte: Adaptado de
Dantas et al., 2016).

1.4.1. Atividade bioquimica e estrutura das Fosfolipases D de Loxosceles

Devido a atividade enzimética contra esfingomielina, as fosfolipases D
também sdo conhecidas como esfingomielinases D (SMase D). Porém, o nome
fosfolipase D foi sugerido uma vez que essas enzimas tém como substrato muitos
outros fosfolipidios (Meeteren et al., 2004; Lee e Lynch, 2005; Lajoie et al., 2015a,b).
Diferentes trabalhos indicam a atividade hidrolitica das fosfolipases D contra
esfingomielina e lisofosfatidilcolina liberando colina e ceramida-1-fosfato (CIP) ou
LPA (Meeteren et al., 2004; Lee e Lynch, 2005; Horta et al., 2013). Outros autores
mostraram que as fosfolipases D de Loxosceles e Sicarius realizam a
transfosfatidilagdo de esfingomielina e lisofosfatidilcolina gerando moléculas de
fosfato de ceramida ciclica (CC (1,3) P) e acido fosfatidico ciclico (cPA),
respectivamente (Lajoie et al., 2013; Lajoie et al., 2015a,b).

Estudos de cristalografia de raio-X mostraram que as fofolipases D possuem
uma estrutura principal composta por 8 folhas [ dispostas paralelamente,
interligadas por 8 loops flexiveis em a hélice formando a estrutura (a/ B)s
denominada TIM-barril (FIGURA 6; Murakami et al., 2005, 2006). No sitio catalitico
encontra-se uma regido de loops hidrofébicos e residuos de amino acidos
negativamente carregados (Murakami et al., 2005, 2006). No loop catalitico dispde-
se dois residuos de histidina (H'? e H*' na fosfolipase D recombinante Smase | de L.
laeta (Nicolet, 1849)) que atuam na catélise dos fosfolipideos juntamente com outros
amino acidos (Acido Glutamico (E*?), Acido Aspartico (D**, D*?, D%, D?*%), Lisina (K%)
Triptofano (W?), e Asparagina (N**%) na Smase | de L. laeta (Nicolet, 1849)) que se
ligam ao fon Mg®*, um co-fator que auxilia no reconhecimento e na estabilizacéo da
proteina durante a ligagdo ao substrato (Murakami et al., 2006). Os residuos

presentes no sitio catalitico dessas enzimas sao conservados entre fosfolipases D
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de vérias espécies de Loxosceles, entretanto, ensaios de mutacdo sitio dirigida
mostraram que alteracdes em outros residuos, incluindo Tirosinas (Y?%, Y#9)
envolvidas indiretamente com o mecanismo cataliticos das enzimas, modificam a
capacidade das fosfolipases D de provocarem efeitos biologicos e alteram a
especificidade frente a diferentes substratos (FIGURA 6 A; Vuitila et al., 2016, Lajoie
et al., 2015 b; da Silva et al., 2021).

As fosfolipases D também possuem pontes dissulfeto que interligam o loop
catalitico ao loop flexivel, e a presenca de uma ou duas pontes dissulfeto associada
a extensdo do loop hidrofébico forneceram os parametros para Murakami e
colaboradores (2006) classifica-las em duas classes (I e Il): as enzimas classificadas
como classe | foram encontradas no veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) e possuem
uma ponte dissulfeto entre dois residuos de cisteina (C°* e C°". FIGURAS 6 B, C),
bem como um loop flexivel mais extenso (FIGURA 6 B); ja as fosfolipases D de
classe Il apresentam uma ponte dissulfeto adicional entre outros residuos de
cisteina (C>® e C*%; FIGURAS 6 B, C). Originalmente as fosfolipases D de classe I
foram subdividas em dois grupos (a e b): as enzimas de classe lla usam a
esfingomielina como substrato e apresentam maior toxicidade biolégica, como
mostrado por isoformas presentes no veneno de L. gaucho (Gertsch, 1967) e L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (da Silveira et al., 2007; Magalhdes et al., 2013;
Vuitika et al., 2016; Oliveira-Mendes et al., 2020); ja as enzimas de classe llb,
representadas por algumas fosfolipases D encontradas no veneno de L. intermedia
(Mello-Leitdo, 1934) e L. boneti (Gertsch, 1958), apresentam reduzida atividade
biol6gica e nenhuma atividade catalitica contra esfingomielina (Ramos-Cerrilo et al.,
2004; Murakami et al., 2006; da Silveira et al., 2006, 2007; Oliveira-Mendes et al.,
2020). Entretanto, Lajoie e colaboradores (2015a,b) demonstraram que duas
fosfolipases D originadas do veneno de Loxosceles arizonica (Gertsch & Mulaik,
1940) e de Sicarius terrosus (Nicolet, 1849) e previamente classificadas como classe
llb, foram capazes de atuar sobre fosfolipideos carregados positivamente, como
esfingomielina e fosfatidiletanolamina. Dessa forma, o estudo isolado de diferentes
isoformas de fosfolipases D contribui para investigar o mecanismo de agao sobre
diferentes fosfolipideos presentes na membrana celular e elucidar as diferencas de

toxicidade observadas entre as toxinas.
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FIGURA 6 Residuos do sitio catalitico e diferencas na topologia e estrutura das
fosfolipases D de classe | e classe Il. A) Estrutura tridimensional (3D)
respresentativa das fosfolipases D com destaque para os residuos do sitio catalitico
(H*?, H*", E®, D*, C®3, ¢, K%, Y??8 e W?) e fon magnésio representado por uma
esfera vermelha. B) Diferenca da estrutura 3D das fosfolipases D de classe | e
classe Il. Os loops das fosfolipases D de classe | estdo representados em azul, os
loops correspondentes as fosfolipases D de classe lla e classe IlIb estdo mostrados
em vermelho e verde, respectivamente. As ligagcdes de pontes dissulfeto estao
evidenciadas em amarelo. C) Topologia da fosfolipase D de classe | de L. laeta
(Nicolet, 1849) e classe Il de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934). As folhas 3 e as a
hélice sdo respectivamente mostradas como setas (A-H) e cilindros (1-8) que
formam a estrutura principal em forma de barril (a/ B)s. Estdo em evidéncia as pontes
dissulfeto entre as cisteinas C*'-C>’ (fosfolipases D classe | e classe 1) e entre as
cisteinas C53-C201 (fosfolipases D classe Il), os loops catalitico, variavel e
hidrofobico. As letras N e C representam respectivamente as regibes amino e
carboxi terminais das fosfolipases D, respectivamente. (Fonte: Adaptado de
Murakami et al., 2006 ; Gremski et al., 2014 ; Vuitika et al., 2016).
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1.4.2. Aplicagbes no diagnostico e na terapia do loxoscelismo

Nos Ultimos anos, muitos trabalhos tem evidenciado a busca pelo
aprimoramento da producdo de anticorpos que reconhecam os componentes toxicos
do veneno. Além disso, tecnologias de biologia molecular facilitaram a producédo de
proteinas e epitopos recombinantes possibilitando a obtencdo de grandes
guantidades de antigenos para a producdo de anticorpos (Miranda et al., 2021).
Assim, por estarem presentes em grandes quantidades no veneno de Loxosceles e
serem uma das proteinas que gera os principais efeitos do loxoscelismo, as
fosfolipases D sdo um dos principais alvos no desenvolvimento de métodos
diagnosticos e na terapia com antivenenos (Miranda et al., 2021).

O diagndstico impreciso e muitas vezes tardio do loxoscelismo compromete o
tratamento adequado, assim as fosfolipases D foram consideradas como agentes
para o desenvolvimento de imunodiagnéstico do loxoscelismo. Foram desenvolvidos
anticorpos monoclonais modificados em uma proteina colorimétrica bifuncional
consistindo em uma cadeia Unica de anticorpo IgG associado a enzima fosfatase
alcalina. Em diferentes imunoensaios o0s anticorpos foram capazes de detectar
fosfolipases D do veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) em limites de até 39
ng/mL sem reatividade cruzada (Jiacomini et al., 2016).

O uso de fosfolipases D recombinantes nos protocolos de imunizagéo visa
substituir totalmente ou parcialmente o veneno de Loxosceles (Kalapothakis et al.,
2002; Olvera et al., 2006; Figueiredo et al., 2014). Além disso, outras metodologias
como phage display e a técnica de imunoensaio de Spot sdo empregadas para a
busca de anticorpos e epitopos que se ligam as sequéncias antigénicas especificas
das fosfolipases D (Dias-Lopes et al., 2010b; de Moura et al., 2011). A identificacéo
de regides imunogénicas das fosfolipases D através de imunoensaios de Spot
tornou possivel a producdo de proteinas quiméricas que ndo apresentam toxicidade
e ao mesmo tempo sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos que
neutralizam os efeitos deletérios do veneno (Felicori et al., 2009; de Moura et al.,
2011; Lima et al., 2018).

Calabria e colaboradores (2019) mostraram que anticorpos gerados a partir
da imunizacdo com uma proteina quimeérica contendo epitopos referentes a uma
fosfolipase D e uma metaloprotease de L. gaucho (Gertsch, 1967) foi capaz de

neutralizar os efeitos dermonecréticos, fibrinogenoliticos e de agregacéo plaguetaria
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dos venenos de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), L. gaucho (Gertsch, 1967) e L.
laeta (Nicolet, 1849). Além disso, a identificacdo de epitopos especificos na
sequéncia das fosfolipases D mostrou correlagdo com o potencial de neutralizacdo
dos antivenenos produzidos, evidenciando a potencial aplicacdo dessas enzimas
para o desenvolvimento de métodos alternativos ao ensaio de neutralizagdo
tradicional (Ramada et al.,, 2013). Costa e colaboradores (2020) utilizaram uma
proteina quimeérica contendo epitopos com sequéncias nao toxicas de fosfolipase D,
metaloprotease e hialuronidase do veneno de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) na
produgéo de anticorpos monoclonais (mAbs), 0s quais apresentaram reatividade
cruzada no reconhecimento do veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) peruana e L.
gaucho (Gertsch, 1967). Além disso, em teste in vitro os anticorpos monoclonais
foram capazes de neutralizar a atividade fibrinogenolitica causada por
metaloproteases de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (Costa et al., 2020).

As fosfolipases D também podem ser empregadas no desenvolvimento de
vacinas que protejam contra os principais efeitos do loxoscelismo (Chaim et al.,
2011). Uma proteina quimérica (rMEPLox) ndo toxica foi desenvolvida a partir da
adicdo de sequéncias de metaloproteases e hialuronidases de L. intermedia (Mello-
Leitdo, 1934) a uma uma outra proteina quimérica (rCpLi) que possui sequéncias de
epitopos especificos para LiD1, uma fosfolipase D recombinante de L. intermedia
(Mello-Leitdo, 1934) (Lima et al., 2018). Ensaios in vitro mostraram que 0s epitopos
dessa proteina apresentou reatividade imunoldgica contra as proteinas dos venenos
de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), L. similis (Moenkhaus, 1898), L. gaucho
(Gertsch, 1967) e L. laeta (Nicolet, 1849). Os anticorpos obtidos a partir da
imunizacdo de coelhos com essa proteina também foram capazes de neutralizar as
atividades esfingomielinasica, hialuronidésica e metaloproteinasica do veneno de L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934). Além disso, os coelhos imunizados com a proteina
quimérica ndo apresentaram lesdes necroticas apos injecdo de veneno de L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934). Assim, os autores discutem a aplicacdo dessa
proteina quimérica ndo toxica na criacdo de uma possivel vacina contra os efeitos do
loxoscelismo (Lima et al., 2018).

Neste trabalho foram utilizadas técnicas de producdo de proteinas
recombinantes, bem como técnicas de imunoensaio para a identificacdo de epitopos

imunogénicos das proteinas Loxtox.
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1.4.3. Busca e desenvolvimento de inibidores especificos

Outro uso promissor das fosfolipases D € o desenvolvimento de inibidores
especificos contra os componentes téxicos do veneno. Em trabalhos recentes, as
fosfolipases D demonstraram serem alvos importantes para a busca e o
desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras, o que pode fornecer novas
estratégias terapéuticas para o loxoscelismo. Com base em dados de cristalografia
estrutural de uma fosfolipase D recombinante de Loxosceles intermedia (Mello-
Leitdo, 1934) foi possivel usar analises de docking e dinamica molecular para
realizar uma triagem in silico de moléculas inibidoras especificas (Chaves-Moreira et
al., 2016). Foram identificados trés compostos que apresentaram diferentes locais
de ligacdo dentro da estrutura da molécula de PLD recombinante de L. intermedia
(Mello-Leitdo, 1934): Suramina, que apresentou forte interacdo com 0s importantes
residuos cataliticos e aminoacidos envolvidos na ligacdo de ions metalicos;
Vu0155056 e Vu0359595 que mostraram uma interacdo fraca com residuos
proximos ao sitio catalitico e residuos de ligacdo ao substrato. Além disso,
experimentos in vitro mostraram que 1 uM do composto Suramina foi capaz de inibir
mais de 80% da atividade hemolitica e 10 uM de todos os compostos inibiram
parcialmente a atividade esfingomielinasica da proteina recombinante. Ainda,
analises in vivo com 300 uM dos compostos inibiram a dermonecrose e a resposta
inflamatdria na seguinte ordem de eficacia: Suramina > Vu0359595 > Vu0155056.

Lopes e colaboradores (2019) utilizaram informacdes estruturais de uma
fosfolipase D recombinante de L. laeta (Nicolet, 1849) em analises de docking e
identificaram inibidores da classe benzeno sulfonados competitivos e nao
competitivos que apresentaram resultados promissores de inibicdo das atividades
das proteinas. Entre os inibidores identificados, dois inibidores ndo competitivos
chamados 5 e 6 e um inibidor competitivo nomeado 1 apresentaram valores de
inibicdo de atividade esfingomielinasica de Ki= 0,49 uM, 0,59 pM e 0, 54 uM,
respetivamente. As analises de docking mostraram que apenas 0 composto 6
estabeleceu ligacdes com residuos do sitio ativo (K** e H*'). Testes in vitro
evidenciaram que todos os trés inibidores inibiram a ligacdo da proteina com a
membrana de hemacias, inibindo a liberacdo de glicoforina C da membrana dos
eritrocitos, 0 que € um mecanismo importante para a lise dependente do sistema

complemento. Ainda, em testes de citotoxicidade em queratindcitos os autores
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observaram que os trés inibidores diminuiram os niveis de MMP9 e os inibidores 5 e
6 foram capazes de inibir a ligagdo da proteina recombinante com a membrana
celular e assim reduziram significativamente a citotoxicidade da proteina. Além disso,
testes in vivo mostraram que o0s inibidores 5 e 6 reduziram as lesdes
dermonecrdéticas, degradacdo de colageno, hemorragia e inflamacgéo até 72 horas

apos a injecdo do veneno de L. laeta (Nicolet, 1849) (Lopes et al., 2019).

1.4.4. AplicagcBes Biotecnoldgicas

A identificacdo de componentes biologicamente ativos presentes em venenos
tem sido facilitada pelos avancos tecnologicos e o uso de novas técnicas de biologia
molecular, bioinformatica e protedmica (Wilson e Dly, 2018; Herzig et al., 2020). O
acesso a ampla biblioteca de moléculas naturais presente em venenos potencializou
a descoberta de ferramentas biotecnoldgicas para o estudo de sistemas fisiol6gicos,
bem como tem proporcionado o desenvolvimento de novas moléculas com
propriedades farmacolégicas, as quais podem resultar em novas drogas (Herzig et
al., 2020). Nos ultimos anos, sete farmacos baseados em componentes do veneno
de diferentes espécies de animais tiveram seu uso aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) e outras agéncias reguladoras para o tratamento de diferentes
doencas como hipertenséo, diabetes, doencas cardiacas, dor crdnica, entre outras
(King et al., 2011; Pennington et al., 2018). Assim, torna-se evidente a importancia
do estudo do potencial de aplicacdo farmacéutica de moléculas derivadas de

veneno.

As fosfolipases D do veneno de Loxosceles atuam em diferentes fosfolipideos
e lisofosfolipideos incluindo esfingomielina, lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilinositol,
lisofosfatidilserina e liso-PAF (Lee e Lynch, 2005). A atividade enzimatica das
fosfolipases D gera diferentes metabdlitos bioativos como C1P, LPA e cPA. Os
metabdlitos C1P e LPA estdo envolvidos com importantes processos biolégicos e
fisiopatoldégicos incluindo agregacdo plaquetaria, secre¢cdo de citocinas e
guimiocinas, permeabilidade endotelial, quimiotaxia e influxo de calcio em eritrécitos
gue leva a hemalise (Choi et al., 2010; Horta et al., 2013; Rivera et al., 2015). O cPA
€ um lisofosfolipideo analogo ao LPA que possui varias funcdes biolégicas como:

regulacdo do ciclo celular, inibicdo de células tumorais e metéstases e regulagéo da
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diferenciacdo e sobrevida de células neuronais (Fujiwara, 2008). Assim, a atividade
das fosfolipases D e a geracdo de metabdlitos biologicamente ativos fornecem
novas abordagens como potencial alvo biotecnoldgico para o estudo do metabolismo
de lipideos, aplicagdo no estudo de vias que visam influenciar as respostas
biologicas mediadas por essas enzimas, bem como para o desenvolvimento de

novas drogas ou moléculas terapéuticas (Gremski et al., 2020).

Nessa perspectiva, Siqueira e colaboradores (2019) construiram uma proteina
quimérica nomeada Rechistatin contendo a sequéncia de uma fosfolipase D da
aranha L. gaucho (Gertsch, 1967) e a sequéncia de uma desintegrina da serpente
Echis carinatus (Schneider, 1801). Os autores avaliaram o potencial citotoxico da
Rechistatin em células de melanoma (B16510) e observaram que em comparacéo a
proteina desintegrina, a nova molécula quimérica apresentava maiores potenciais
citotoxicos em baixas concentracdes (1 e 3 uM). Além disso, a sequéncia de
desintegrina presente na quimera foi capaz de inibir os efeitos de agregacéo
plaquetaria promovidos pela fosfolipase D. Assim, 0s autores concluiram que a
sequéncia de fosfolipase D aumentou o potencial citotéxico das desintegrinas em

melandcitos quando associadas em uma proteina quimeérica (Siqueira et al., 2019).

Outras aplicacbes biotecnoldgicas para as fosfolipases D de Loxosceles
também foram sugeridas, incluindo o uso dessas toxinas como reagentes de
controle positivo em protocolos de pesquisa que envolve analises da modulacédo do
sistema complemento, liberacdo de mediadores inflamatérios e alteracbes em
plaquetas, hemacias, neutrofilos, células endoteliais, fibroblastos, linfocitos e células
renais (Gremski et al., 2020). Além disso, foi evidenciada a atividade paralitica e
inseticida das fosfolipases D de L. arizonica (Gertsch & Mulaik, 1940) e L. intermedia
(Mello-Leitdo, 1934) em grilos (Zobbel-Thropp et al., 2012; Gremski et al., 2020).
Portanto, mais estudos sdo necessarios para a compreensdo do papel biolégico
dessas enzimas no mecanismo de predacao das aranhas Loxosceles e na potencial

atividade dessas proteinas como agente inseticida.
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2. Justificativa e relevancia

O loxoscelismo é uma condicdo de grande importancia epidemiolégica no
Brasil, sendo que o numero de casos de loxoscelismo tem aumentado na regido
Sudeste e outras regides do pais. Mudancas no habitat das aranhas Loxosceles
associado a capacidade de expansao territorial dessas aranhas também séo fatores
pertinentes relacionados com a colonizagdo sinantropica do género. Assim, 0s
achados das L. similis (Moenkhaus, 1898) no interior de residéncias do municipio de
Belo Horizonte ressalta a importancia do estudo de caracterizacdo dos componentes
do veneno para a melhor compreenséo dos efeitos desses nos mecanismos
patofisiol6gicos do loxoscelismo. As fosfolipases D estdo entre as toxinas de maior
expressdo na glandula de veneno das L. similis (Moenkhaus, 1898) e s&o os
componentes do veneno que causam O0s principais efeitos observados no
loxoscelimos, entretanto 0 mecanismo de acdo das fosfolipases D de L. similis
(Moenkhaus, 1898) bem como a importancia dessas toxinas para o processo do
envenenamento ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Desse modo a producéo
de isoformas recombinantes de fosfolipases D obtidas a partir dos dados de
transcriptoma de L. similis (Moenkhaus, 1898) € um importante passo para a
compreensao dos efeitos dessas toxinas nos processos do loxoscelismo. Ainda, a
obtencdo das toxinas fosfolipases D recombinantes isoladas propicia maiores

esclarecimentos a respeito da atividade dessas enzimas.

Atualmente a terapia com antivenenos é a Unica forma de tratamento
especifico para o loxoscelismo. Entretanto existem desafios para a obtencdo de
guantidades suficientes do veneno de aranhas Loxosceles para o uso em protocolos
de hiperimunizagdo, os quais também sofrem com os efeitos dos componentes
toxicos do veneno. Além disso, a manutencdo dessas aranhas em cativeiro para a
extracdo do veneno é um processo dificultado, visto que muitas aranhas morrem
apos os procedimentos para obtencdo do veneno. Dessa forma existe a
necessidade de estabelecer novas técnicas para a producéo de antivenenos. Nessa
perspectiva, a obtencdo em grandes quantidades de fosfolipases D recombinantes
fornece antigenos para a produgcdo de anticorpos e a identificacdo de regides
imunogénicas, tendo em vista a producdo de soros mais eficazes para a

neutralizacéo dos efeitos téxicos do veneno.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo produzir Loxtox recombinantes de L. similis
(Moenkhaus, 1898), caracterizar as propriedades moleculares, bioquimicas e
imunologicas das novas toxinas e analisar a capacidade dos soros anti-Loxtox de

reduzir os efeitos deletérios do veneno.

3.2 Objetivos especificos

a) Obter toxinas Loxtox recombinantes isoladas.

b) Caracterizar as diferencas moleculares das sequéncias e estruturas de
Loxtox, a capacidade de promover alteracbes in vivo em animais e avaliar a
atividade enzimatica in vitro.

c) Obter anticorpos policlonais contra cada toxina Loxtox recombinante.

d) Identificar e avaliar regidbes antigénicas nas sequéncias das toxinas
recombinantes.

e) Avaliar o potencial de cada anti-soro para neutralizar os principais efeitos

do loxoscelismo dérmico e sistémico.

4. Material e Métodos

4.1 Aranhas e veneno

Vinte e cinco aranhas L. similis (Moenkhaus, 1898) adultas foram coletadas
no Parque Estadual do Sumidouro, Lagoa Santa (Minas Gerais, Brasil), na caverna
turistica Gruta da Lapinha (43 ° 57 'Oeste, 19 ° 33' Sul). As amostras foram
coletadas com licenca aprovada do Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais
(IEF/MG, numero de licenca 047.2012).

As glandulas de veneno foram removidas, maceradas com auxilio de beads
de vidro e o veneno foi extraido em agua ultra pura grau biologia molecular (Pht). As
toxinas soluveis foram obtidas apos centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. As
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proteinas presentes no veneno foram quantificadas pelo método de Lowry (Lowry et
al., 1951) utilizando o kit DC Protein Assay (Bio-Rad).

4.2 Animais e declaracdes éticas

Coelhos adultos Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) (16 semanas de
idade, 2,0-2,5 kg) foram obtidos no Centro de Instalacées de Animais da Escola de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais
tiveram acesso ad libitum a agua e alimentos durante todo o experimento. Todos os
procedimentos que envolviam experimentagdo animal foram aprovados pelo Comité
Institucional de Cuidado e Uso de Animais da UFMG (CEUA UFMG, licenca de ética

animal numero 257/2017).

4.3 Clonagem de toxinas recombinantes

As toxinas recombinantes foram projetadas a partir das sequéncias
nucleotidicas que codificam para as regides maduras das proteinas Loxtox S1A
(GenBank: KU891936) e Loxtox sl11A (GenBank: KU891960) descritas
anteriormente por Dantas et al. (2016). A sequéncia madura Loxtox S1A
recombinante (recLoxtox s1A) foi otimizada e sintetizada pela GenScript Company e
clonada no vetor de expressdo pETll-a (FIGURA 7 A) com uma sequéncia N-
terminal adicional contendo 8 residuos de histidina.

Para obter a sequéncia recombinante Loxtox s11A (recLoxtox s11A), o RNA
das glandulas de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) foi extraido utilizando TRI
reagent (Sigma-Aldrich) seguindo orientagdes do fabricante. Em seguida, o RNA
purificado foi quantificado utilizando o equipamento Quibit 2.0 Fluorometer (Life
Technologies). Foi procedida entdo a sintese do cDNA utilizando para isso o kit
“High Capacity cDNA Revese Transcription” (Invitrogen), conforme as orientagdes do
fabricante. Para amplificar a sequéncia correspondente a regido madura da toxina
Loxtox s11A, foram desenhados iniciadores contendo sitios de restrigdo Xhol nas
extremidades 5 ‘(iniciador direto:
5CTCGAGGTTGTAGAAAGAGCTGACAGTCGGAAGCCA; iniciador reverso:
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5CTCGAGCTTCTGCCAGGGATAGTCCTCATACGTTGC). A reacao em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada com tampédo de reacdo contendo o cDNA e os
primers projetados usando o kit KAPA HiFi HotStart DNA Polimerase (KAPA
Biosystems) seguindo as instrucfes do fabricante. O produto de PCR foi inserido no
plasmideo pCR ™ 2.1-TOPO® TA Cloning vector (FIGURA 7 B; Life Technologies)
de acordo com as especificacoes do fabricante. A construgdo contendo a Loxtox
s11A foi eletrotransformada na cepa de E. coli XL1Blue (Pht), depois o plasmideo
purificado foi digerido com a enzima de restricdo Xhol e o fragmento maduro foi
clonado usando o sitio de restricdo Xhol do vetor pET26-b (FIGURA 7 C).

As sequéncias nucleotidicas das constru¢cdes com Loxtox s1A e Loxtox s11A
foram verificadas por sequenciamento de Sanger usando um kit de reacdo ABI
PRISM BigDye terminador (Applyed-Biosystems) em um sequenciador automatico
3130 (Applied Biosystems).
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FIGURA 7 Mapa dos vetores utilizados. A) Vetor de expressao pET11-a. B) Vetor de
clonagem TOPO TA Cloning. C) Vetor de expresso pET26-b. (Fonte: Novagen;

Invitrogen)

4.4 Alinhamento multiplo

As sequéncias finais de aminoacidos das toxinas recombinantes foram
deduzidas e analisadas com as ferramentas Translate Tool e Prot-Param disponiveis
online no ExPAsy World Wide Web Server (http://www.expasy.org). As sequéncias
de aminoacidos derivadas das toxinas recombinantes foram alinhadas com as
sequéncias de outras fosfolipases D de diferentes espécies de aranhas, incluindo
Loxosceles gaucho (Gertsch, 1967) (UniProt: K9USWS8; Magalhdes et al., 2013),
Loxosceles reclusa (Gertsch & Mulaik, 1940) (UniProt: POCE79; Lee e Lynch, 2005),
Loxosceles intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (UniProt: POCE80, Q2XQO09; da Silveira
et al., 2006), Loxosceles boneti (Gertsch, 1958) (UniProt: Q5YD76; Ramos-Cerrilo et
al., 2004) e Sicarius terrosus (Nicolet, 1849) (UniProt: AOAOD4WV12; Lajoie et al.,
2015b) utilizando ClustalW no software Mega 7 (Kumar et al., 2016). As identidades
das sequéncias foram analisadas usando BLASTp
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.5 Expressao e purificagao de toxinas recombinantes

As construcbes da recLoxtox s1A e da recLoxtox s11A foram
respectivamente eletrotransformadas nas cepas de E. coli BL21 (DE3) (Pht) e E. coli
Origami 2 (DE3) (New England Biolabs). Uma Unica coldnia de cada linhagem de
bactéria transformada foi inoculada em 10mL de caldo LB suplementado com 50
pg/mL de canamicina. As culturas foram incubadas a 37 °C sob rotacdo de 200 rpm
por 24 h. Apos a incubacgéo, os 10 mL de meio foram inoculados em 1 L de meio
caldo LB suplementado com 50 pg/mL de canamicina. As culturas foram incubadas
a 37 °C sob rotacao de 200 rpm até a OD600nm atingir 0,6. A expressao foi induzida
pela adicdo de IPTG em uma concentracao final de 0,06 mM por 16 h.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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As células de E. coli foram centrifugadas (3000 g por 10 min, a 4°C) e
ressuspendidas em tampao de lise (NaH,PO4,/Na,HPO, 20 mM, NaCl 500 mM,
imidazol 20 mM, enzima 100 pg/mL, pH 7,4). As culturas foram sonicadas para
liberacdo total das toxinas recombinantes. Apés a lise das células BL21 (DE3) e
Origami 2 (DE3), recLoxtox slA e recLoxtox sl11A foram respectivamente
recuperadas na forma solavel e insolivel. Em seguida, a proteina recLoxtox s11A
insoluvel foi separada por centrifugacdo (3000 g por 10 min, a 4 °C) e a proteina foi
solubilizada por incubagdo overnight em tampado de ligacdo contendo uréia 6 M
(NaH,PO4/Na;HPO,4 20 mM, NaCl 500 mM, 20 mM imidazol, uréia 6 M, pH 7,4).

A purificacdo da recLoxtox s1A e da recLoxtox s11A foi realizada por
cromatografia de afinidade usando a coluna HP HisTrap ™ 5mL (GE Healthcare
Lifesciences) de acordo com as instrucdes do fabricante. Além disso, a uréia 6 M foi
gradualmente removida durante a purificagdo da recLoxtox s11A e a proteina
purificada soltuvel foi coletada no sobrenadante. As toxinas recombinantes foram
submetidas a dessalinizacdo por cromatografia usando uma coluna de
dessalinizacdo PD-10 (GE Healthcare Lifesciences) seguindo as instrucfes do

fabricante.

4.6 Eletroforese

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) 12% sob condi¢cdes redutoras (5% [-mercaptoetanol). Em seguida, o
conteldo dos géis foi revelado com adicdo de solucdo corante de Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Sigma) 0,25% por 20 minutos e em seguida lavados com

solucéo descorante (45% alcool metilico, 9% acido acético glacial).

4.7 Protocolos de imunizacao

Coelhos adultos fémeas da raca Nova Zelandia (n = 9, 16 semanas de idade,
2,0-2,5 kg) foram utilizados para a producéo de soros imunes. Apos a coleta do soro
pré-imune de cada animal, trés animais foram injetados subcutaneamente com 50

Mg de recLoxtox s1A (grupo 1) e trés animais receberam 50 ug de recLoxtox s11A
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(grupo 2), enquanto outros trés animais (grupo 3) receberam uma mistura contendo
recLoxtox s1A e recLoxtox s11A (25 pg de cada proteina) emulsionadas em
adjuvante completo de Freund. Foram injetados quatro reforcos subcutédneos de
recLoxtox s1A (80 ug) ou recLoxtox s11A (80 pg) em animais dos grupos 1 e 2,
respectivamente, enquanto os animais do grupo 3 receberam quatro reforcos de
recLoxtox s1A e recLoxtox s11A (40 pg de cada proteina) emulsionado em
adjuvante incompleto de Freund em intervalos de quinze dias. Amostras de sangue
foram obtidas uma semana apés cada reforco. O soro foi separado por centrifugacéo

a 300g por 20 minutos e conservado a -20°C até o uso.

4.8 Imunoensaios

4.8.1 ELISA

O ELISA foi conduzido como descrito anteriormente por Chavez-Olértegui e
colaboradores (1991). As placas de microtitulacdo (BD Falcon) foram incubadas
overnight a 4 °C com 100 pl por poco de uma solucdo a 5 pug/mL de recLoxtox s1A,
recLoxtox s11A ou veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) diluidos em tampéo de
incubacéo (bicarbonato de sodio 0,02 M, pH 9,6). Apés o bloqueio (caseina em p6 a
2% em PBS) e a lavagem (Tween 20-PBS a 0,05%), foi adicionado soro pré-imune
ou o0s soros imunes em diluicdo seriada (1:100 a 1:256.000) a cada placa, incubando
por 1 h a 37 °C. A reatividade cruzada das toxinas recombinantes com antiveneno
foi determinada usando soro antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) produzido
anteriormente por Chatzaki et al. (2012). As analises foram feitas em triplicata e os
valores de absorbancia foram determinados a 492 nm com um leitor de placas
ELISA BIO-RAD 680.

4.8.2 Western-blotting

Amostras de 10 pg de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), recLoxtox

s1A e recLoxtox s11A foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE a 12% sob
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condigdes redutoras (5% B-mercaptoetanol) e submetidas ao ensaio de Western
Blotting. Apés eletroforese, o contetdo do gel foi transferido para membranas de
nitrocelulose. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com tampdo de
bloqueio (albumina sérica bovina a 5% (BSA) em TBS 1X) por 1h a 25 °C e
incubadas overnight a 25 °C com cada soro imune obtido anteriormente, soro
antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), ou soro pré-imune dilidos 1: 5000 em
TBST 1x (BSA a 5% em TBS Tween-20). As membranas foram lavadas com tampéo
de lavagem (TBS 1X) e incubadas por 2 h a 25 ° C com IgG anti-coelho conjugado
com fluorescéncia diluido 1:4000 em TBST 1x. Apds a lavagem das membranas
com TBST, as membranas foram analisadas usando um scanner fluorescente (GE

Healthcare Lifesciences).

4.8.3 Sintese de peptideos na membrana de celulose pelo método de Spot

Dois conjuntos de pentadecapeptideos sobrepostos por cinco residuos
cobrindo as sequéncias de aminoacidos da recLoxtox s1A e da recLoxtox s11A
foram sintetizados utilizando o sintetizador automatico ResPep SL(IntravisAG,
Bioanalytical Instruments) de acordo com o protocolo descrito anteriormente por
Laune e colaboradores (2002). Utilizou-se um sintetizador SPOT Multipep
automatico para sintese automatizada de peptideos em membrana de celulose
(Intravis), utilizando aminoacidos Fmoc e N-hidroxibenzotriazol (Novabiochem). As
sinteses dos peptideos nas membranas foram realizadas em colaboracdo com o

professor Dr. Ricardo A. M. Avila da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

4.8.4 Imunoensaios de Spot

Os peptideos ligados a membrana foram saturados durante a noite com BSA
a 3% e inubados com soro anti-recLoxtox s1A, soro anti-recLoxtox s11A ou soro
anti-recLoxtox s1A/S11A (diluidos 1:200) por 1 h a 25 °C. Também foi determinada a
reatividade antigénica contra o soro anti-veneno de L. similis (diluido 1:50) e as
membranas foram incubadas por 1 h a 25 °C. O soro pré-imune foi utilizado como

controle comparativo da reacdo peptidica dos imunoensaios de Spot. A ligacdo do
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anticorpo foi determinada utilizando anticorpo anti-coelho conjugado com fosfato
alcalino (Sigma) diluido 1:9.000, incubando durante 1 h a 25 °C. O imunoensaio foi
continuado como descrito por Lima e colaboradores (2018). As intensidades dos
ensaios de Spot para cada soro imune analisado foram analisadas usando o
software ImageJ (Schneider et al., 2012). O valor de reatividade para o soro pré-
imune foi utilizado como controle negativo da reacdo e foi deduzido do valor dos

demais soros para caluculo da reatividade de intensidade dos Spots.

4.9 Modelagem molecular

As estruturas tridimensionais da recLoxtox s1A e recLoxtoxs1llA foram
modeladas usando o software SWISS-MODEL (Kiefer et al., 2009; http: //
swissmodel.expaasy.org/). As proteinas cristalizadas LiRecDT1 (PDB: 3RLH, Ullah
et al., 2011) e StSicTox_RIBli (PDB: 4QA6X, Lajoie et al., 2015b) foram usadas para
construir os modelos das toxinas recombinantes. Os epitopos mapeados pelo
imunoensaio Spot foram localizados e visualizados nos modelos 3D com o software
PyMol (Delano, 2002). Os modelos foram validados através da analise do grafico de

Ramachandran disponibilizado pelo software SWISS-MODEL.

4.10 Atividade da esfingomielinase e ensaio de neutralizagdo in vitro

A atividade de esfingomielinase das toxinas recombinantes foi determinada
pré-incubando esfingomielina (10 pM) com 10 pg de recLoxtox s1A ou recLoxtox
s11A em tampao de reacdo (Tris-HCI 0,1M; MgCI2 10mM) em diferentes condi¢des
de pH (4,6; 5,6; 6,4; 7,4 e 8) durante 1 h a 37 °C. O veneno de L. similis (10 pg) e
PBS foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. A
neutralizagdo in vitro da atividade esfingomielinasica do veneno foi realizada pré-
incubando o veneno de L. similis (3 pg) com 100 pl de soro anti-recLoxtox s1A, soro
anti-recLoxtox s11A ou soro anti-recLoxtox s1A/s11A em diferentes diluicdes (1:10;
1:100; 1:1.000; 1:10.000) por 1h a 37 ° C. O veneno de L. similis (3 pg) pré-incubado
com 100 pul de soro pré-imune (1:10 diluido) ou 100 pl de PBS foi utilizado como

controle da neutralizacdo da atividade enzimética. Os ensaios foram continuados
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usando o Amplex® Red Sphingomyelinase Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen),
incubando amostras com 100 pl de solucdo de trabalho (1 uM AmplexRed; 0,002
U/ml de peroxidase de rabano silvestre; 0,002 U/ml de colina oxidase; 0,002 U/ml de
colina oxidase; 0,008 U/ml de fosfatase alcalina; 0,1M Tris-HCI; 10 mM MgCI2; pH
7,4) por 30 min a 37°C, protegido da luz, de acordo com o protocolo do fabricante.
As andlises foram analisadas em cinco repeticdes e a fluorescéncia foi medida com
o leitor de microplacas de fluorescéncia Cary Eclipse (Varian, Agilent Technologies)

usando excitacdo a 530 nm e deteccdo a 590 nm.

4.11 Efeitos cutéaneos de toxinas recombinantes e neutralizag&o in vivo do
veneno de L.similis (Moenkhaus, 1898)

Coelhos adultos fémeas da raca Nova Zelandia (16 semanas de idade, 2,0-
2,5 kg) foram submetidos a tricotomia na regido interescapular e utilizados para
efeitos comparativos de toxinas recombinantes (n = 8) e ensaios de neutralizacao (n
= 12). Para andlise de caracterizagdo in vivo, 0s animais receberam injecoes
intradérmicas com 20 pg de recLoxtox s1A (grupo 1, n = 4) ou 20 ug de recLoxtox
s11A (grupo 2, n = 4) diluidas em PBS em trés pontos equidistantes: ponto 1
(injecdo as 0 h apds tricotomia e analise as 48 h apods injecdo), ponto 2 (injecédo as
24 h apés tricotomia e andlise as 24 h aos injecao), ponto 3 (injecds as 44 h apés
tricotomia e andlise as 4 h apds injecdo intradérmica) (TABELA 1). Para fins
comparativos, 0s mesmos oito animais foram injetados com 3 ug de veneno de L.
similis (controle positivo) e PBS (controle negativo) em trés pontos equidistante na
regido interescapular (totalizando nove injecées/ animal) e em tempos de injecao
iguais aos descritos para as toxinas recombinantes. Um animal diferente foi injetado
com 10 pg de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) (TABELA 1). A dose minima
de 3 pug do veneno foi utilizada para prevenir o sofrimento animal dado que os
mesmos animais foram utilizados para as analises das toxinas recombinantes e do
veneno. Dois diametros perpendiculares das lesdes, incluindo necrose e edema,

foram medidos com paquimetro nas 48h apos a injecéo do ponto 1.
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Vivo
Injecdo de toxina Injecdo do veneno de LA
Grupo recombinantes (parte L. similis (Moenkhaus, 1898) Injegao de PBS (Earte
de Cx L s central da regido
L esquerda da regicdo (parte direita da regicéo
animais dorsal)
dorsal) dorsa)
P 1/ P2/ P 3/ Pl P2/ P 3/ Pl P2/ P 3/
oh'/ 24h'/ | 44hY oh'/ 24hY/ 44h" oh'/ | 24h'/ | 44hY
48h° 24h° 4h? 48h° 24h° 4h? 48h” | 24h* | 4n®
s1A s1A s1A Veneno | Veneno | Veneno
Gruno 1 20pg | 20pug+ | 20pg | 3 g + | 3 pg + 3 ug + PBS PBS PBS
nP p +PBS | PBS | +PBS | PBS PBS PBS | 100 pl | 100 pl | 100 pl
N 100 ul | 100l | 100l | 100 pl 100 pl 100 pl
s11A s11A s11A \3/eneng Veneno | Veneno
Gruno2 | 2019 | 20pg+ | 20 g P”E‘;’S 3ug+ | 3ug+ | PBS | PBS | PBS
nf4 +PBS PBS +PBS | 00 PBS PBS 100 pl | 100 pl | 100 pl
100 ul | 100l | 100 pl H 100 pl 100 pl
Vﬁ)ni':]o Veneno | Veneno
. 10 pg 10 pg
1 animal ;O%BSI +PBS | +PBS
Kl 100w | 200w

P 1 =ponto 1; P 2 = ponto 2; P 3 = ponto 3;

1Injec;éo apos tricotomia. > Tempo de andlise apds injecéo.

O efeito neutralizante in vivo de cada soro imune contra o veneno de L.
similis (Moenkhaus, 1898) foi realizado como descrito anteriormente por Chatzaki e
colaboradores (2012), com modificacfes. O veneno de L. similis (3 pg) foi pré-
incubado com 100 ul de soro anti-recLoxtox s1A (grupo 1), soro anti-recLoxtox s11A
(grupo 2) ou soro anti-recLoxtox s1A/s11A (grupo 3) por 1 h a 37 °C. Coelhos
tricotomizados (n = 12, 4/grupo) receberam injecdes intradérmicas com as amostras
pré-incubadas em trés pontos equidistantes: ponto 1 (injecdo as 0 h ap@s tricotomia
e analise as 48 h apds inje¢do), ponto 2 (injecdo as 24 h apds tricotomia e andlise as
24 h apos injecdo), ponto 3 (injecdo as 44 h apoés tricotomia e analise as 4 h ap0s
injecdo) (TABELA 2). O veneno de L. similis (3 pg) pré-incubado com soro preé-
imune (100 ul) foi utilizado como controle negativo para neutralizacdo e injetado
intradermicamente nos mesmos animais em trés ponto equidistates
simultaneamente com os soros imunes (TABELA 2). Dois diametros perpendiculares
da leséo necrética e do edema foram medidos separadamente com paquimetro apos

48h da injecdo do ponto 1.
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TABELA 2 Esquema de injecdes intradérmicas para analise de neutralizacéo in vivo

Grupo Injecdo de veneno de L. similis Injecdo de veneno de L. similis
d (Moenkhaus, 1898) pré-incubado (Moenkhaus, 1898) pré-incubado por 1h at
€ o H o P . .
animais por 1h at 37°C com soro imune 37°C com soro pré-imune (parte direita da
(parte esquerda da regido dorsal) regido dorsal)
P 1/ P2/ P 3/ P 1/ P2/ P 3/
Oh'/48h* | 24h'/24h* | 44h'/4h? 0Oh'/48h° 24h'124h° 44h'/40°
Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno
Grupo 1 3 Hg + 3 Hg + 3 Hg + 3 p,g_+ soro 3 p,g_+ soro 3 p,g_+ soro
n=d soro anti- soro anti- soro anti- pré-imune pré-imune pré-imune
s1A s1A s1A 100 pl 100 pl 100 pl
100 pl 100 pl 100 pl
Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno
Grupo 2 3 ug + 3 ug + 3 ug + 3 u}g'+ sSoro 3 p}g'+ soro 3 Hg_+ soro
n=4 soro anti- soro anti- soro anti- pré-imune pré-imune pré-imune
s11A s11A s11A 100 pl 100 pl 100 pl
100 pl 100 ul 100 ul
Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno Veneno
Grupo 3 3 ug + 3 ug + 3 ug + 3 Mg + soro 3 Mg + soro 3 Mg + soro
n=4 soro anti- soro anti- soro anti- pré-imune pré-imune pré-imune
s1/s11A s1/s11A s1/11A 100 pl 100 pl 100 pl
100 pl 100 pl 100 pl

P 1 =ponto 1; P 2 = ponto 2; P 3 = ponto 3; 1Injec;éo apos tricotomia. 2 Tempo de andlise apo6s injecao.

4.12 Analises macroscopicas, histolégicas e morfométricas

Apo6s 48 h da injecdo no ponto 1, os animais foram eutanaziados com

injecdo intravenosa de sobredose de pentobarbital (90 mg/kg, Syntec) e amostras de
pele foram coletadas para analises histolégicas. As amostras de pele foram fixadas
em solucdo de formalina tamponada a 10%, pH 7,4 e avaliadas morfologicamente
como descrito anteriormente por Chatzaki e colaboradores (2012). Cortes finos (4
um) foram corados com hematoxilina-eosina e avaliados por microscopia Optica.
Analises microscopicas e guantitativas do infiltrado inflamatorio foram analisadas. O
namero minimo representativo de campos microscopicos por amostra foi
determinado usando uma lamina a partir da qual o numero de células inflamatoérias
por campo foi analisado e registrado (Moro et al, 2003). O tamanho da amostra foi
considerado como o0 numero representativo minimo de 35 campos por lamina e

relatado como a média + SEM. As imagens foram adquiridas para realizar a analise
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morfométrica usando o software ImageJ, no qual foi utilizado a ferramenta de Grade
para a padronizagdo da contagem de células inflamatorias(Schneider et al., 2012).

4.13 Analises estatisticas dos dados

Os resultados sdo expressos como a média e o erro padrdo da média
(S.E.M.). O modelo de regresséao linear (LM) seguido do poOs-teste de Tukey para
comparacdoes multiplas foi usada para comparar as médias nos ensaios de
esfingomielinase e neutralizagcéo in vitro. O modelo misto linear (LME) seguido do
pos-teste de Tukey foi utilizado para comparacdes multiplas das médias nas
analises de diametros e morfometria das lesbes nos ensaios de caracterizacdo e
neutralizacé@o in vivo. As analises estatisticas foram realizadas usando os pacotes
“‘nime” e “emmeans” no software R 3.6.1. O nivel de significancia foi estabelecido em
p < 0,05.

5. Resultados

5.1 Sequéncias das toxinas recombinantes e alinhamento multiplo

A sequéncia madura de Loxtox s1A foi sintetizada e clonada em pET11-a (+)
pela empresa GeneScript e consiste em 894 pb, codificando 297 residuos incluindo
oito histidinas na regidao N-terminal (FIGURA 8 A). Ja a sequéncia madura de Loxtox
s11A foi clonada no vetor de expressao pET26-b (+) no Laboratério de Biotecnologia
e Marcadores Moleculares e consiste em 1.005 pb, codificando 334 aminoéacidos,
incluindo 6 histidinas na regido N-terminal e uma sequéncia sinal para expressao no
periplasma “pelB” (FIGURA 8 B). A massa molecular calculada e o pl das
sequéncias maduras previstas foram de 32 kDa com pl 6,01 para Loxtox s1A e 32,4
KDa com pl 5,2 para Loxtox s11A.



57

atgGCGCAGACCGAGGTTGGTGAACGTGCGGACAAGCGTCGTCCGATCTGGATTATGGGCCACATGGTTAACAGCCTGGCGCAGATCGATGAGTTCGTGAACCTGGGTAGCAAC 114
M AQTEVGEU RA ADI K RRZPTIWTIMSGHMV VNS ST LA AGQTIUDETFVNTILTGS SN 38

AGCATTGAAACCGACGTGAGCTTTGATAAACAAGCGAACCCGGAGTACACCTATCACGGTATCCCGTGCGACTGCGGCCGTAGCTGCACCCACAGCACCAACTTCAACGATTTT 228
S ¥TE TD V SF D KQ A NP E Y T ¥ G T P C G R SCT H ST NTEND-F 76

CTGAAGGGTCTGCGTARAGCGACCACCCCGGGCGACAGCAAGTATCACGARAAACTGATTCTGGTGGTTTTCGATCTGAAGACCGGTAGCCTGTACGACAACCAGGCGTATGAT 342
L K 6 LRXKXKATTPG D S KDYHEIZXKILTIILWVFDILIZXKT®6®S L Y DDNQA Y D 114

GCGGGCACCAAGCTGGCGARAAACCTGCTGCAACACTACTGGAACAACGGCAACAACGGTGGCCGTGCGTATATCATTCTGAGCATCCCGAACCTGARCCACTACAAGCTGATT 456
A G T XK LA KNI LTILIO QHYWNNUGNNGS GRAYTITITZ LSTIUPNILNUHTYZKTIL I 152
ACCGGTTTCAAGGAGACCCTGAAAAACGAAGGCCACGAGGAACTGCTGGAGAAAGTTGGTCACGACTTTAGCGGCARCGACGATATCAGCGATGTGCAGAAGACCTATAACAAA 570
T G F K ETTULI XKNESGHETETZLTZLTEIZ KV GHUDTFSGNUDUDTISUDUVQZKTYN K 19

GCGGGTGTTACC!H
A G V T

CCACGTGTGGCARAGCGACGGTATTACCAACTGCCTGCTGCGTGGCCTGACCCGTGTTAAGGCGGCGGTGGCGAACCGTGATAGCGGTAGCGGCATCATT 684
G HVWOQQSsSDGITNTZ CLTILI RS GILTIRVI KA AAVANTIR RIDSGS G I I 228

AACAAGGTTTACTATTGGACCGTGGACAAACGTGCGACCACCCGTGACAGCCTGGATGCGAAAGT TGATGGTGTGATGACCAACTACCCGGACGTGATCGTTGATGTGCTGAAC 798
N K VY Y WTVDI K RATTIRUD SILDAIEKV VDG VMTNYU?PUDUVIVDV L N 266

GAGGACGCGTACAAGAACAAATTCCGTGTTGCGACCTATGAAGATAACCCGTGGGAGACCTTTAAAGAACACCATCATCACCACCACCACCACTAA 894
E DAY KNI KT FRVATYZEUDNUZPWETTFI KEHMHUHUHHHHH * 297

atgaaatacctgctgccgnccgctgctgctgqtctgctgctcctcgctqcccagccggcgatggcc atggatatcggaattaattcggatccgaattcegage
M K Y L L PTAAAGTULTULTULTULAA AU QUPA A M DI GINSUDUZPNS S

C 912
304

1005
334

FIGURA 8 Sequéncias de aminoacidos deduzidas das toxinas recombinantes. A) O
segmento que corresponde a sequéncia nucleotidica madura da recLoxtox sl1A
(GenBank: KU891936) é dado em letras mailsculas. B) O segmento que
corresponde a sequéncia nucleotidica madura da Loxtox sl11A (GenBank:
KUB891960) é mostrado em letras mailsculas. A sequéncia pelB é apresentada em

negrito.

As sequéncias maduras das toxinas recombinantes foram alinhadas com
fosfolipases D de outras aranhas (FIGURA 9). A analise revelou que as sequéncias
de aminoacido da recLoxtox sl1A e da recLoxtox s11A compartilham
aproximadamente 45% de identidade. Além disso, a sequéncia de aminoacidos da
recLoxtox s1A compartilha alta identidade com LgRecl de L. gaucho (Gertsch, 1967)
(> 92%, UniProt: KQUSW8), com Lr2 de L. reclusa (Gertsch & Mulaik, 1940) (> 84%,



58

UniProt: POCE79) e com LiRecDT1 de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (> 80%,
UniProt: POCES80). Por outro lado, os residuos da recLoxtox s11A apresentaram
maior identidade com LiRecDT3 de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (> 87%,
UniProt: Q2XQ09), com Lb3 de L. boneti (Gertsch, 1958) (> 85%, UniProt: Q5YD76)
e com StSicTox RIBli de Sicarius terrosus (Nicolet, 1849)(> 66%, UniProt:
AOAOD4AWV12).

Os residuos de histidina (indicados em preto) e cisteina (indicados em
amarelo com respectivas ligacdes disulfeto apontada por setas) envolvidos com a
formagcdo de pontes disultfeto e atividade catalitica estdo bem conservado nas
sequéncias das Loxtox e PLD alinhadas (H®, H*?, C*°, C*® C® e C*!; FIGURA 9).
Os residuos importantes para a coordenacdo da atividade catalitica envolvendo a
presenca de um fon Mg?" também estdo conservados em todas as sequéncias
mostradas no alinhamento (residuos representados em verde: E*, D*® e D%;
FIGURA 9). Todos os residuos envolvidos na estabilizacdo da enzima por meio da
formacdo de uma rede de hidrogénio durante a catalise estdo conservados nsa

sequéncias das Loxtox e outras PLDs (residuos indicados em preto D*', K%, y227228

W229/230 - p2321233. FIGURA 9). Além dos residuos importantes para a atividade

catalitica, também foi observado que na por¢cdo C-terminal das sequéncias um
motivo contendo 0S residuos A272/273, T273/274, Y274/275, D276/277,N277/Y278, P278/279 e

W?279280 i conservado entre todas as PLDs alinhafdas (FIGURA 9).
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FIGURA 9 Alinhamento multiplo das sequéncias maduras de Loxtox S1A e Loxtox
s11A com PLDs de outras espécies de Loxosceles. Os residuos importantes do sitio
de ligacdo com o fon Mg** estdo mostrados em verde. Os residuos importaantes
para a atividade catalitica estdo mostrados em presto. As cisteinas relacionadas
com a formacéo de ponte disulfeto estdo mostradas em amarelo. Triangulos pretos e
cinzas indicam a correspondéncia da ligacao disulfeto entre os pares de cisteinas.
Os residuos conservados sdo mostrados em tons de azul, os residuos azuis escuros
representam um alto grau de conservacdo, enquanto os residuos médios e nao
conservados estao representados em azul claro e branco, respectivamente. s1A=
Loxtox s1A; s11A= Loxtox s11A.

5.2 Expressao e purificacdo das toxinas recombinantes

As toxinas recombinantes foram denominadas recLoxtox s1A e recLoxtox
s11A e foram expressas em grandes quantidades respectivamente nas linhagens E.
coli BL21 (DE3) e E. coli Origami 2 (DE3) como proteinas fusionadas a uma His-tag
na regido N-terminal (FIGURAS 10 A,B). A recLoxtox s1A foi expressa na forma
solavel e mostrou uma banda abaixo de 37 kDa em SDS-PAGE (FIGURAS 10 A). Ja
a recLoxtox s11A foi expressa na forma insolivel e foi solubilizada por incubacao
com uréia 6M (FIGURA 10 B). A ureia foi gradualmente removida durante a
purificacdo da recLoxtox s11A e a proteina solivel mostrou uma banda em torno de
37 kDa em SDS-PAGE (FIGURA 10 B). As diferencas entre a massa molecular
deduzida e as massas observadas por SDS-PAGE resultaram dos residuos

adicionais de histidina e da sequéncia pelB.
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FIGURA 10 Expresséo e purificagdo de toxinas recombinantes analisadas usando
SDS-PAGE 12% sob condicbes redutoras. A) Expressao e purificacdo de recLoxtox
S1A (s1A). 1: Controle de indugéo negativa de E. coli BL21 DE3. 2: Perfil proteico
apos inducdo com IPTG. 3 e 4: Sobrenadante e pellet obtidos depois da lise celular.
5: Sobrenadante obtido antes da eluicdo da recLoxtox s1A. 6 e 7: recLoxtox s1A
purificada e dessalinizada. B) Expresséao e purificacdo de recLoxtox s11A (s11A). 1:
Controle de inducé@o negativa de E. coli Origami 2 DE3. 2 e 3: Proteinas celulares
recuperadas no pellt apds inducdo com IPTG e lise celular. 4: Protéinas celulares
obtidas apés lise celular com Uréia 6M. 5 e 6: Sobrenadante e pellet obtidos ap6s
adicdo de Uréia 6M. 7: Sobrenadante obtido antes da eluicdo da recLoxtox s11A. 8:
Sobrenantante com refolding das proteinas solubilizadas com uréia 6M. 9: Proteinas

recLoxtox s11A solaveis e purificada sem uréia 6M.

5.3 Atividade esfingomielinasica das toxinas recombinantes

As proteinas recLoxtox s1A e recLoxtox s11A mostraram atividade
esfingomielinasica significativamente menor comparado ao veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) em condi¢cdes de pH acido (FIGURA 11). Em pH fisiolégico (7,4),
a recLoxtox s1A apresentou maior atividade efingomielinasica e a recLoxtox s11A
mostrou menor atividade contra esfingomielina. Ambas as proteinas recombinantes
mostraram altos niveis de atividade contra esfingomielina em pH 8 e nenhuma
diferenca significativa foi observada em relagéo ao veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898) (FIGURA 11).
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FIGURA 11 Atividade enzimatica das toxinas recombinantes recLoxtox s1A (10 ug) e
recLoxtox s11A (10 pg) sob diferentes condi¢cdes de pH. O veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (10 pg) e o PBS foram utilizados como controle positivo e
negativo, respectivamente. Os resultados estédo representados como média + S.E.M.
de cinco repeticdes. Diferencas significativas entre os grupos e o controle negativo
sdo mostradas como * (p<0,05). Diferencas significativas entre as toxinas
recombinantes e o controle positivo sdo mostradas como # (p<0,05). Diferencas
significativas entre recLoxtox s1A e recLoxtox s11A estdo representadas como it
(p=<0.005). Veneno L.s.= Veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898).

5.4 Efeitos in vivo das toxinas recombinantes

Foi avaliado o potencial de recLoxtox s1A (20 pg) e recLoxtox s11A (20 ug)
de causar alteragdes na pele de coelhos (FIGURA 12). Os efeitos promovidos pelas
toxinas recombinantes foram comparados com o veneno total (3 pg) nos mesmos
animais. Sabe-se que o veneno € capaz de promover lesdes com espalhamento
gravitacional da leséo, principalmente devido aos efeitos das hialuronidases (Ferrer
et al., 2013; Chatzaki et al., 2012). Assim, como os efeitos das toxinas

recombinantes e do veneno foram avaliados no mesmo animal e para evitar que as
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lesbes se sobrepusessem, foram injetados 10 pg do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) em outro animal, no qual foi observado o espalhamento
gravitacional da lesdo por uma regido de 40 mm de didmetro na regido
interescapular do animal em 4, 24 e 48 horas apoés a injecao do veneno (Anexo 1
FIGURA A 1; FIGURA 11 C). Além disso, baseado em observacgfes prévias, 3 ug de
veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) foi suficiente para promover alteracdes
histopatolégicas em pele de coelho. Portanto foi utilizada a dose minimas de 3 pg de
veneno (Chatzaki et al., 2012). Dado a falta de espalhamento gravitacional devido a
injecdo das proteinas recombinantes separadas foram injetados 20 pg de cada
toxina, uma quantidade suficiente para observar alteragbes macroscopicas e
histopatolégicas.

Macroscopicamente, todos os animais injetados com recLoxtox s1A (n = 4)
apresentaram edema e necrose ulcerativa com aumento dos diametros das lesdes
formadas gradualmente ao longo do tempo (FIGURAS 12 A, B). Reacdes
semelhantes foram observadas apds a injecao de 3 pg do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) nos mesmos animais. Por outro lado, a injecdo de recLoxtox
s11A na pele de coelho (n = 4) levou a um pequeno edema e eritema, e ocorreu a
diminuicdo nos diametros das lesdes ao longo do tempo (FIGURAS 12 A, B). A pele
injetada com PBS (controle negativo) ndo mostrou lesdes (FIGURA 12 A).

Andlises histoldgicas da pele de coelho expostas a recLoxtox s1A mostraram
um aumento da resposta inflamatdria ao longo do tempo (de 4 a 48 horas),
semelhante a resposta inflamatéria promovida pelo veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898) (FIGURAS 13, 14). Em contraste, a inje¢cdo de recLoxtox s11A mostrou uma
resposta inflamatéria alta significativa em 4 horas em relacdo ao veneno e recLotox
s1A, porém o infiltrado inflamatorio provocado pela recLoxtox s11A diminuiu em 24 h
e 48 h (FIGURA 14). A analise histolégica também mostrou angiectasia, hiperemia,
dissociacao de fibras em todas as camadas dérmicas (edema), bem como infiltrado
inflamatorio multifocal composto principalmente por neutréfilos e alguns linfécitos em
todos os animais e todos os intervalos de tempo apds a injegdo das toxinas
recombinantes (FIGURAS 15 G, H, K, L, O, P, S, T) ou do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (FIGURAS 15 F, J, N, R). Nos grupos injetados com toxinas e
veneno também foi observado necrose dos foliculos capilares apds 4 h e formacgéo
de trombo semi ocluso as 24 h e 48 h (FIGURAS 15 B-D). As injecdes de toxinas

recombinantes e veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) também promoveram
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formagdo de trombo semi-ocludente as 24 h e 48 h (FIGURAS 15 J-L, N, O).
Observou-se também hemorragia e necrose das fibras musculares apos a injecéo de
recLoxtox s1A as 4 h e 48h (FIGURAS 15 G, S) e do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (FIGURAS 15 F, R). Nao foi observada necrose da camada
muscular apos a inje¢do de recLoxtox s11A (FIGURA 15 T). Foi observada uma
inflamacéo leve e auséncia de alterag6es histoldgicas significativas nas regides de
controle negativo injetadas com PBS (FIGURAS 13, 15 A, E, I, M, Q).
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B A PBS @ reclLoxtox s1A
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~— —m

.
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FIGURA 12 Caracterizacao da atividade macroscopica das toxinas recombinantes. A)
Lesdes cutaneas representativas promovidas pela recLoxtox s1A (20 pug, n = 4) ou
recLoxtox s11A (20 ug, n = 4) nas 4, 24 e 48 horas apés a inje¢gdo. Veneno de L.
similis (3 pg) e PBS (100 pl) foram injetados como controle positivo e negativo para
alteracdes cutaneas nos mesmos animais. B) Progresséo das lesbes (dermonecrose
e edema) na pele de coelho (n = 8) apos inje¢cdes das toxinas recombinantes (20 ug)
ou veneno de L. similis (3 pg e 10 pg). Os resultados estdo expressos como meédia
SEM.
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Veneno L.s. recLoxtox s1A recLoxox sllA

FIGURA 13 Caracterizacéo da atividade histopatolégica das toxinas recombinantes. As se¢fes histoldgicas representativas foram

coradas com hemetoxilina-eosina.
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FIGURA 14 Andlise morfomética do infiltrado inflamatério. Analise quantitativa do
infiltrado inflamatdrio as 4, 24 e 48 horas apds a exposi¢cao a toxinas recombinantes
(20 pg), veneno de L. similis (3 pg) ou PBS (100 pl). Diferengas significativas entre
0S grupos tratados e controle negativo (PBS) estdo representadas como * (p<0,05).
Diferencas significativas entre o grupo recLoxox s1A e o veneno de L. similis sdo
mostradas como # (p<0.05). Diferencas significativas entre recLoxtox s1A e
recLoxtox s11A sdao mostradas como 1 (p<0,05). Os dados sdo expressos como
média da contagem de células em 35 campos + S.E.M (n = 8 animais). Veneno L.s.

= Veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898).
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FIGURA 15 Anadlises histolégicas das lesbes apOs exposicdo a toxinas
recombinantes e veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) (coloracdo com
hematoxilina-eosina). A, E) Controle negativo mostrando foliculos capilares normais
4 horas ap6s a injecdo de PBS. B- D) Necrose dos foliculos capilares (setas
amarelas) causada pelo veneno de L. similis e as toxinas recombinantes as 4 h. F-H)
Dissociacdo/edema de fibras e células (setas azuis), infiltrado inflamatério (setas
pretas) e hemorragia (setas laranjas) causadas pelo veneno de L. similis e a toxina
recLoxtox s1A as 4 h. I, M, Q) Derme e vasos sanguineos normais, bem como fibras
musculares normais no grupo do controle negativo (PBS) apds 24 e 48 h. J-L, N-P)
Edema (setas azuis), infiltrado inflamatério (setas pretas), trombo semioclusivo
(setas brancas) e deposicdo de fibrina no interior dos vasos sanguineos (seta
vermelha) causados pelo veneno de L. similis e as toxinas recombinantes as 24 e 48
h. R, S) Necrose muscular (seta verde), edema (setas azuis) e infiltrado inflamatério
exacerbado (setas pretas) causados pelo veneno de L. similis e recLoxtox s1A. T)

Edema nas fibras musculares (setas azuis) causado pela recLoxtox s11A as 48 h. a

= Adipocitos. m = Musculo. v = vasos. Veneno L. s. = veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898). As andlises histolégicas sdo representativas de oito

animais/grupo.

5.3 Atividade imunogénica das toxinas recombinantes

5.3.1 ELISA

Foram obtidos trés soros imunes (soro anti-recLoxtox sl1A, soro anti-
recLoxtox s11A e soro anti-recLoxtox s1A/s11A) apOs diferentes protocolos de
imunizagao. As titulagcdes de soros imunes contra as toxinas recombinantes e contra
o veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) sdo mostradas na Figura 16. Todos os
soros imunes produzidos nete trabalho e o soro antiveneno de L. similis produzido
anteriormente por Chatzaki e colaboradores (2012) apresentaram forte
reconhecimento cruzada contra 0s componentes do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (FIGURA 16 A). No ELISA, a recLoxtox s1A e a recLoxtox s11A

reagiram com seus soros especificos (anti-recLoxtox s1A e anti-recLoxtox s11A,
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respectivamente) e com o soro anti-recLoxtox s1A/s11A (FIGURAS 16 B, C). A
analise por ELISA também mostrou que a recLoxtox s1A apresentou alta reatividade
com o0s soros anti-recLoxtox s11A e antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)
(FIGURA 16 B), enquanto que a recLoxtox s11A apresentou menor reacdo com 0S
soros anti-recLoxtox s1A e antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) (FIGURA 16
C).
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FIGURA 16 Resposta imunogénica das toxinas recombinantes. Valores de
absorbancia apos reacdes de ELISA realizadas com 5 ug/ml de veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (A), recLoxtox s1A (B) ou recLoxtox s11A (C) imobilizados em
placas de microtitulacéo, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata

e 0s dados estado representados como média + S.E.M.
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5.3.2 Imunoensaios de SPOT

Dois conjuntos de peptideos ligados a membrana (peptideos de 15
aminoacidos, sobrepostos por cinco residuos) correspondentes as sequéncias de
aminoacidos de recLoxtox s1A (58 peptideos) e recLoxtox s11A (65 peptideos)
foram preparados pela técnica de sintese Spot. As membranas foram expostas a
cada soro imune de coelho produzido neste trabalho (soro anti-recLoxtox s1A, soro
anti-recLoxtox s11A, soro anti-recLoxtox s1A/s11A) e ao soro antiveneno de L.
similis (Moenkhaus, 1898). O soro pré-imune foi utilizado como controle negativo
para a intensidade do Spot analisado no software Image J. Um grafico de analise de
SPOT foi gerado para cada membrana analisada pelo programa Image J (FIGURAS
17 A, 18 A) e o valor de 15% de reatividade foram considerados como valor minimo
de intensidade de reacdo com cada soro imune. Os epitopos com intensidades de
reacdo positiva foram destacados nas membranas de SPOT de cada toxina
recombinante (FIGURAS 17 B, 18 B).
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FIGURA 17 Andlise de SPOT dos epitopos da recLoxtox s1A. A) Grafico de intensidade da reatividade dos soros anti-recLoxtox
recombinantes e antiveneno de L. similis com os Spots. A intensidade foi calculada utilizando o programa ImageJ e o valor da
intensidade dos epitopos expostos ao soro pré-imune foi deduzido. A reatividade minima considerada na analise foi de 15%. B)
Membrana de epitopos da recLoxtox s1A apOs exposicdo aos soros anti-recLoxtox sl1A, anti-recLoxtox sl11A, anti-recLoxtox

s1A/s11A e antiveneno de L. similis. Os epitopos cuja reatividade foi igual ou superior a 15% estédo destacados.
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FIGURA 18 Analise de SPOT dos epitopos da recLoxtox s11A. A) Gréfico de intensidade da reatividade dos soros anti-recLoxtox
recombinantes e antiveneno de L. similis com os Spots. A intensidade foi calculada utilizando o programa ImageJ e o valor da
intensidade dos epitopos expostos ao soro pré-imune foi deduzido. A reatividade minima considerada na analise foi de 15%. B)
Membrana de epitopos da recLoxtox s11A ap0s exposi¢cdo aos soros anti-recLoxtox s1A, anti-recLoxtox s11A, anti-recLoxtox

s1A/s11A e antiveneno de L. similis. Os epitopos cuja reatividade foi igual ou superior a 15% estédo destacados.
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Os soros anti-recLoxtox s1A, anti-recLoxtox s1A/s11A e antiveneno de L.
similis reagiram com os peptideos ligados as membranas das toxinas recombinantes,
reconhecendo diferentes regides antigénicas (FIGURAS 19 A, B). Em contraste,
nenhuma resposta imuno foi observada para os peptideos de recLoxtox s1A
incubados com o soro anti-recLoxtox s11A (FIGURA 19 A). Apesar das diferencas,
foram distinguidas algumas regides antigénicas entre os peptideos de recLoxtox s1A
e recLoxtox sl11A, as quais compartilham alguns residuos, incluindo regides que
possuem residuos importantes para a atividade catalitica: residuos H*®, E*°, D3, H*?,
D, Y#7 W?*° D?*2 N?! na recLoxtox s1A e residuos E*, D%, H* D>, C*® C%,
D%, K%, C*!, N??na recLoxtox s11A (FIGURAS 19 A, B).

Além disso, similar ao resultado obtido pelo ensaio de Spot, nos ensaios de
western blotting ndo foram observadas reacdes imunogénicas da sequéncia de
recLoxtox s1A apos incubacédo com o soro anti-recLoxtox s11A (Anexo 2 FIGURA A
2). O teste de western blotting também mostrou que todos 0s soros imunes
reconheceram uma fracdo com peso menor do que 37 kDa, que corresponde a
massa molecular de fosfolipases D (Loxtox) no veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898) (Anexo 2 FIGURA A 2). Além disso, na andlise foi observado que recLoxtox
s1A e recLoxtox s11A reagiram com seus soros especificos (anti-recLoxtox s1A e
anti-recLoxtox s11A, respectivamente), com soro anti-recLoxtox s1A/sl1lA e

reagiram com o soro antiveneno de L. similis (Anexo 2 FIGURA A 2).
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FIGURA 19 Peptideos imunogénicos das toxinas recombinantes. Sequéncias
peptidicas de 15 residuos de recLoxtox s1A (A) e recLoxtox s11A (B) foram ligadas
a membranas com sobreposi¢cOes de 5 residuos. As sequéncias dos Spots mais
retivos estdo indicadas em cinza. Os residuos do sitio ativo sdo destacados em
negrito com suas respectivas numeragdes. Os ultimos peptideos contém histidinas
(sublinhadas) usadas na construcao das recombinantes.

5.4 Modelagem molecular

Modelos de homologia 3D foram construidos para a recLoxtox s1A e a
recLoxtox s11A com base em estruturas de cristalografia de raios-X da LiRecDT1 de
L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (PDB: 3RLH) e da StSicTox_[BIB1li de Sicarius
terrosus (Nicolet, 1849)(PDB: 4QA6X) usando o software SWISS-MODEL
(FIGURAS 20 A, B). Ambas as isoformas mostraram uma estrutura de TIM-barril
((a/B)s) contendo os residuos do sitio ativo (representados em verde) e cisteinas que
se ligam em duas pontes dissulfeto (representadas em amarelo). Os modelos foram
validados através do grafico de Ramachandran do software SWISS-MODEL, o qual
mostrou que os modelos gerados para a recLoxtox s1A e recLoxtox s11A
apresentavam 98% e 95% dos residuos em regides favoravei. Além disso, a funcao
de pontuacdo QMEAN gerada pelo software SWIS-MODEL foi utilizada para
avaliacao da qualidade dos modelos gerados e o QMEAN global obtido foi de 0,91 +
0.05 para o modelo da recLoxtox s1A e 0,87 = 0.05 para o modelo da recLoxtox
s11A (Anexo 3 FIGURA A 3, Anexo 4 FIGURA A 4). Os epitopos encontrados nos
imunoensaios de Spot foram localizados nos modelos 3D na superficie das
estruturas de toxinas recombinantes. Diferentes residuos do sitio ativo das enzimas

foram reconhecidos pelos soros imunes (destacados em negrito; FIGURAS 20 A, B).
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A anti-s1A anti-s11A anti-s1A/s11A anti-L.s.

FIGURA 20 Modelagem molecular e mapeamento de epitopos das toxinas
recombinantes. Modelos de homologia do recLoxtox s1A (A) e recLoxtox s11A (B)
foram realizados no servidor SWISS-MODEL. Os peptideos reconhecidos nas
membranas de Spot por cada soro imune estdo representados em laranja (soro anti-
recLoxtox s1A), azul (soro anti-recLoxtox s11A), roxo (soro anti-recLoxtox s11A) e
vermelho (soro antiveneno de L. similis). Em cinza estdo as regides nao
reconhecidas pelos respectivos soros. Os aminoacidos do sitio ativo estdo
destacados em verde e os residuos reconhecidos sao representados por letras e
seus respectivos numeros. As cisteinas estdo representadas em amarelo. anti-s1A =
soro anti-recLoxtox s1A; anti-s11A= soro anti-recLoxtox s11A; anti-s1A/s11A = soro
anti-recLoxtox s1A/s11A,; anti-L.s.= soro antiveneno de L. similis.
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5.5 Neutralizag&o dos efeitos do veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)

5.5.1 Neutralizacao in vitro

O potencial dos soros imunes obtidos neste estudo para neutralizar a
atividade esfingomielinasica in vitro e os efeitos in vivo do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) foram analisados. O veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)
incubado na auséncia de soro exibiu alta atividade esfingomielinasica e foi
considerado como 100% de atividade (FIGURA 21). Os soros imunes anti-recLoxtox
S1A e anti-recLoxtox s1A/s11A diluidos 1:10 reduziram a atividade do veneno de L.
similis (Moenkhaus, 1898) em cerca de 90%, enquanto o soro anti-recLoxtox s11A
neutralizou a atividade enzimética do veneno em 80%. Além disso, 0s soros anti-
recLoxtox s1A e anti-recLoxtox s1A/sl1l1A diluidos 1:10.000 foram capazes de
neutralizar a atividade enzimética do veneno em aproximadamente 60%, enquanto
gue o soro anti-recLoxtox s11A mostrou uma capacidade de neutralizacdo de
aproximadamente 40% na mesma diluicdo (FIGURA 21). Nao foram observadas
alteracdes significativas da atividade esfingomielinasica apés a incubacao do veneno
de L. similis (Moenkhaus, 1898) com soro pré-imune diluido 1:10 (FIGURA 21).
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FIGURA 21 Neutralizacédo da atividade de esfingomielinase do veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898). O veneno de L. similis (3 ug) foi pré-incubados com 0s soros
imunes. O veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) (3 ug) sem soro foi estabelecido
como 100% de atividade de esfingomielinase (controle positivo). L. similis (3 ug) pré-
incubado com soro pré-imune (diluido 1:10) foi usado como controle negativo de
neutralizacdo. PBS sem o veneno de L. similis foi usado como controle negativo da
reacdo (Controle N.). Os resultados estao representados como média + S.E.M. de
cinco repeticdes. Diferencas significativas entre os grupos do veneno pré-incubado
com soros imune e pré-imune em real¢do ao controle positivo estdo representadas
como * (p<0,05). As diferencas significativas entre os soros anti-recLoxtox s1A ou
anti-recLoxtox s1A/s11A e o soro anti-recLoxtox s11A estao representadas como 1
(p=0,05). Veneno L.s. e L.s. = veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898); Soro P.l. =

Soro pré-imune.
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5.5.1 Neutralizagao in vivo

A analise macroscopica do ensaio de neutralizacdo in vivo mostrou que 0s
soros anti-recLoxtox s1A e anti-recLoxtox s1A/s11A neutralizaram significativamente
as lesdes necréticas em todos os intervalos de tempo, contrastando com a intensa
dermonecrose promovida pelo veneno pré-incubado com soro pré-imune (FIGURAS
22 A, B). Por outro lado, foi observada uma menor capacidade do soro anti-
recLoxtox s11A de neutralizar a necrose (FIGURAS 22 A, B). Todos o0s soros
imunes reduziram significativamente o edema provocado pelo veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) em contraste com o soro pré-imune (FIGURA 22 C). O soro anti-
recLoxtox s1A/s11A mostrou maior capacidade de neutralizacdo do edema (FIGURA
22 C). Andlises histologicas e morfométricas das lesGes mostraram que a pré-
incubacdo com os soros anti-recLoxtox s1A e anti-recLoxtox s1A/s11A reduziu a
dissociacao das fibras colagenas e a necrose da camada muscular e diminuiu o
infiltrado inflamat6rio observado as 4 h, 24 h e 48 h (FIGURAS 23, 24). Em
comparacdo, o soro anti-recLoxtox s11A reduziu a degradagéo das fibras e a
resposta inflamatoria principalmente as 4 h apds a injecdo, enquanto mostrou menor
neutralizacao do infiltrado inflamatério as 48h (FIGURAS 23, 24).
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FIGURA 22 Neutralizacdo in vivo da atividade do veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898). A) Propriedade dos soros imunes de neutralizar os efeitos promovidos pelo
veneno de L. similis (3 pg) em pele de coelho (n = 4/ grupo) as 4, 24 e 48 h pés-
injecdo. Pré-incubacdo com soro pré-imune foi usado como controle negativo. B)
Inibicdo de lesBes necroticas C) Inibicdo de progressdo de edema. Diferencas
significativas entre os soros imunes e soro pré-imune sdo mostradas como *
(p=<0,05). Diferencas significativas entre o soro anti-recLoxtox s1A e soro anti-
recLoxtox s11A sdao mostradas como # (p<0,05). Diferencas significativas entre o
soro anti-recLoxtox s11A e o soro anti-recLoxtox s1A/s11A sdo mostradas como 1

(p<0,05). Os resultados estao expressos como média + SEM.
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FIGURA 23 Analises histolégicas da protecéo in vivo induzida por soros imunes. O
veneno de L. similis (3 pg) foi pré-incubado com os soros imunes (coloragcdo em
hematoxilina-eosina). A-C) A pré-incubacdo com soros imunes minimizou a
dissociacao das fibras de colageno (setas azuis) e a resposta inflamatoria (setas
pretas) apés 4 horas. E, G, |, K, M) Pré-incubag¢do com os soros anti-recLoxtox s1A
e anti-recLoxtox s1A/s11A diminuiu o infiltrado inflamatdério (setas pretas), reduziu a
necrose das fibras colagenas e das fibras musculares (setas azuis e laranja,
respectivamente) as 24 e 48 h. F, J, N) Diminuicdo do infiltrado inflamatorio (setas
pretas) ap0s a pré-incubag¢do com soro anti-recLoxtox s11A as 24 e 48 h. D, H, L, P)
Intensa dissociacao das fibras colagenas (setas amarelas), hemorragia e aumento
do infiltrado inflamatério (setas vermelhas) e necrose das fibras musculares (setas
verdes) as 4, 24 e 48 horas no grupo controle [pré-incubacao do veneno de L. similis
(3 ug) com soro pré-imune]. a = Adipdcitos; m = Mdsculo; v = Vaso. As histologias

séo representativas de 3 grupos com n = 4 animais/grupo.
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FIGURA 24 Neutralizacao in vivo do infiltrado inflamatério. Os dados sdo expressos
como média £ S.E.M da contagem de células em 35 campos de 3 grupos com n = 4
animais/grupo. Diferencas significativas entre as células inflamatérias apdés a
incubacdo do veneno de L. similis com 0s soros imunes e soro pré-imune sao
representadas como * (p<0,05). As diferencas significativas entre o soro anti-
recLoxtox s1A e o soro anti-recLoxtox s11A estao representadas como # (p<0,05).
Diferencas significativas entre o soro anti-recLoxtox s11A e soro anti-recLoxtox s1A /

s11A estao representadas como 1 (p<0.05).
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6. Discusséao

6.1. Compragdes das sequéncias e caracterizagdo funcional das toxinas
recombinantes

Estudos anteriores demonstraram que o veneno de L. similis (Moenkhaus,
1898) € capaz de promover efeitos histopatoldgicos e bioquimicos semelhantes aos
observados para outras espécies de Loxosceles de importancia médica (Silvestre et
al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Pereira et al., 2012a,b; Horta et al., 2013). A primeira
analise transcriptbmica da glandula de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)
mostrou que as fosfolipases D ou proteinas Loxtox correspondem a 15% dos
transcritos de toxinas (Dantas et al., 2016). Os grupos Loxtox s1 e Loxtox s11 foram
verificados como 0s mais representativos, codificando 53,9% e 18,5% do Loxtox na
glandula de veneno, respectivamente (Dantas et al., 2016). No entanto, ainda nao
foram realizados estudos dos efeitos isolados das toxinas Loxtox do veneno de L.
similis (Moenkhaus, 1898), incluindo expressao heteréloga, propriedades bioldgicas
e imunolégicas. Dessa forma, nesse trabalho foi descrita a clonagem, expressao e
caracterizacdo funcional de duas Loxtox da glandula de veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898), denominadas recLoxtox s1A (GenBank: KU891936) e recLoxtox
s11A (GenBank: KU891960).

A massa molecular tedrica (~ 32kDa) e os pontos isoelétricos (6 e 5,2) para
as sequéncias maduras de aminoacidos deduzidas da Loxtox s1A e da Loxtox s11A
foram semelhantes a de outras Loxtox descritas anteriormente (Kalapothakis et al.,
2007). Ambas as toxinas recombinantes foram obtidas com sucesso através da
expressdo em E. coli e a andlise SDS-PAGE mostrou que a recLoxtox s1A possui
uma massa de 33.47 kDa, enquanto que a massa da recLoxtox s11A esta em torno
de 37kDa. Residuos adicionais de histidinas na regiao N-terminal e a sequéncia
sinal pelB para expressdo no periplasma podem explicar as diferengcas entre a
massas observadas para as toxinas recombinantes e as massas moleculares
previstas para as sequéncias maduras das toxinas.

A atividade esfingomielinasica de ambas as toxinas recombinantes mudou
de acordo com o pH e a recLoxtox s1A apresentou maior atividade enzimatica no pH
7,4 do que a recLoxtox. Ambas as toxinas recombinantes apresentaram atividade

enzimatica similares em pH 8,0. Um pH o6timo de 7,4 foi verificado para duas
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fosfolipases D recombinantes de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) e um pH
extremamente acido e basico (2 e 9,5, respectivamente) alteraram a estrutura
secundaria dessas enzimas (Andrade et al., 2005, 2006). Ainda, uma fosfolipase D
recombinante de L. arizonica (Gertsch & Mulaik, 1940) (LaSicTox_ RBID1) apresentou
alta atividade esfingomielinasica em pH 8 (Lajoie et al., 2015a). As espécies de
Loxosceles que habitam cavernas brasileiras tém um habito generalista,
alimentando-se de invertebrados de varias ordens, incluindo insetos pequenos e
grandes, como diptera, blattodea e diplopoda (Souza-Silva e Ferreira, 2014). Foi
relatado que algumas espécies de Diplopoda (Chicobolus spec., Rhapidostreptus
virgator), Chilopoda (Lithobius forficatus, Scolopendra cingulata) e Dipitera (Culex
pipiens, Aedes taeniorhynchus, Toxorhynchites amboinensis) apresentam hemolinfa
com pH variando de 7,37 a 8,5 (Xylander, 2009; Giblin e Platzer, 1984). Em baratas
(Nauphoeta cinerea) o pH da hemolinfa muda (variando de 7,2 a 7,7) de acordo com
a porcentagem de O disponivel no ambiente (Matthews e White, 2011). Nessa
perspectiva, diferencas na atividade catalitica das Loxtox poderiam refletir uma
adaptabilidade funcional dessas enzimas a mudancas nas condi¢cdes de pH interno

nas suas presas.

Estudos estruturais mostraram que as fosfolipases D de Loxosceles
pertencem ao grupo da familia de proteinas com o dominio GDPD, as quais
possuem um loop Bal curto conservado e um loop catalitico composto de 15
residuos (Corde et al., 2018). Esses loops contém dois residuos de histidina (H'? e
H*" para a PLD de L. laeta (Nicolet, 1849)) o qual é escenial para 0 mecanismo de
catélise acido-basico, bem como contém cisteinas (C*?, C**, e C*® para uma PLD de
L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934)) que forma uma ponte disulfeto entre o loop
catalitico e uma ligacdo covalente do loop variavel com um quarto residuo de
cisteina (C'*® para uma PLD de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934)) (Lajoie et al.,
2015b; Murakami et al., 2006; Corde et al., 2018). Assim, com base em diferencas
estruturais as enzimas PLD de Loxosceles foram agruparam duas classes (classes |
e 1), sendo que as proteinas de classe Il foram subdivididos de acordo com sua
capacidade (classe lla) ou incapacidade (classe Ilb) de hidrolisar esfingomielina.
Neste trabalho, o alinhamento multiplo das sequéncias recombinantes, associado a
modelagem 3D, mostrou que ambas as toxinas recombinantes conservaram

residuos importantes para a atividade catalitica (H°, H®, D%, K%, Yy?227/228 \\j229/230
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, ) ligacdo ao ion Mg* (E*®, D*®, D%) e cisteinas envolvidas na
formacdo de duas ligagbes dissulfeto (C*°,C*,C%, C*%Y). Outra caracteristica das
enzimas PLD é a presenca de um motivo na regido C-terminal (ATYXDNPW), sendo
que foi proposto que os residuos D?*’ e W?*° de uma PLD de L. laeta (Nicolet, 1849)
estabelecem um contato energeticamente favoravel com muitos residuos e aumenta
a estabilidade estrutural das PLDs (Cordes et al., 2018; Dias-Lopes et al., 2013).
Todas as PLDs alinhadas mostraram esses residuos conservados.

Além disso, a recLoxtox s1A apresentou alta similaridade com as
fosfolipases D agrupados como classe lla, enquanto a recLoxtox s11A compartilhou
mais de 80% de identidade com sequéncias de fosfolipases D da classe llb
(Murakami e al., 2006; Magalhaes et al., 2013; Lajoie et al., 2015b). No entanto, uma
ampla gama de lisofosfolipidios € usada como substrato por fosfolipases D de
Loxosceles (Lee e Lynch, 2005; Lajoie et al., 2013; Vuitika et al., 2016). Lajoie e
colaboradores (2015b) mostraram que uma fosfolipase D recombinante de Sicarius
terrosus (Nicolet, 1849) (StSicTox_RIB1li), que compartiha mais de 60% de
identidade com recLoxtox s11A, apresenta menor atividade esfingomielinasica e alta
preferéncia por substratos lipidicos com etanolamina. Os autores também mostraram
gue uma fosfolipase D recombinante de classe Ilb de L. arizonica (Gertsch & Mulaik,
1940) (LaSicTox_ RID1) apresentou alta atividade contra lipidios contendo colina,
como a esfigomielina e a lisofosfatidilcolina (Lajoie et al., 2015a,b). Dessa forma,
mais investigacbes s80 necessarias para verificar a atividade de toxinas
recombinantes contra diferentes substratos.

Neste trabalho, a injecdo de recLoxtox s1A (20 ug) e de veneno de L. similis
(Moenkhaus, 1898) (3 ug) na pele de coelho causou efeitos similares como necrose
progressiva, resposta inflamatoria e alteracBes histolégicas. Um efeito sinérgico
entre os componentes do veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) podem ter
contribuido para a intensidade dos efeitos observados apos a injecdo de 3 ug de
veneno. A recLoxtox s1A apresenta mais de 90% de identidade com LgRecl de L.
gaucho (Gertsch, 1967) e LiRecDT1 de L. intermedia (Mello-Leitédo, 1934), as quais
demonstraram provocar dermonecrose com edema, eritema, equimose, palidez e
uma intensa resposta inflamatoria (Magalhdes et al., 2013). Em contraste foram
observados efeitos histopatolégicos menos intensos, bem como auséncia de
necrose muscular e infiltrado inflamatoério transiente apos a inje¢cdo de 20 pg de
recLoxtox s11A. A LiRecDT3 de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) e a Lb3 de L.
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boneti (Gertsch, 1958), as quais compartilham mais de 80% de identidade com o
recLoxtox s11A, foram capazes de induzir edema, inflamagéo, mas ndo uma leséo
dermonecrdtica na pele de coelhos (da Silveira et al., 2006; Ramos-Cerrilo et al.,
2004). As diferencas nos efeitos in vivo observados para recLoxtox s11A em
comparacdo com a recLoxtox s1A podem estar relacionadas a substituicbes de
residuos importantes entre as sequéncias de Loxtox. Recentemente foi demonstrada
a importancia do residuo Y??® para as atividades dermonecrética e enzimatica de
LiRecDT1, uma PLD recombinante de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934) (Vuitka et

al., 2016). Também foi demonstrado que a mutacéo da tirosia sequencial (Y??°

) esta
relacionada a menor atividade esfingonielinasica e efeitos in vivo de LIRecDT1 e
LgRecDT1, PLDs recombinantes de L. laeta (Nicolet, 1849) e L. gaucho (Gertsch,
1967), respectivamente (da Silva et al., 2021). Em concordancia, a recLoxtox s1A
apresenta dois residuos de tirosina conservados (Y#” e Y#®), enquanto a recLoxtox
s11A tem apenas um residuo de tirosina (Y?*®) seguido por um residuo de treonina

(T229) )

6.2. Propriedades imunoldgicas e moleculares

No presente estudo, soros imunes contendo anticorpos policlonais contra
recLoxtox s1A, recLoxtox s11A e contra amba as proteinas apresentaram reagao
cruzada com o veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) no ELISA indireto, enquanto
gue o soro antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) reagiu com 0s epitopos da
recLoxtox s1A e recLoxtox s1lA. Esses resultados sugerem que as toxinas
recombinantes retém determinantes antigénicos das enzimas Loxtox nativas. Além
disso, o0 soro anti-recLoxtox s1A e o soro anti-recLoxtox s1A/s11A tiveram efeitos
protetores significativos contra a atividade de esfingomielinase e as alteracdes in
vivo provocadas pelo veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) em comparacao ao
soro anti-recLoxtox s11A. Estes resultados sugerem que 0s anticorpos criados
contra o recLoxtox s1A sdo mais relevantes na producdo de soros neutralizantes.
Além disso, a reatividade de regides antigénicas especificas de diferentes toxinas foi
relacionada a poténcia neutralizadora de antivenenos (Maria et al., 2005; Ramada et
al., 2013). Nesse sentido, 0 uso de regides imunogénicas de fosfolipases D e outras

toxinas do veneno de Loxosceles tém sido explorados em diferentes protocolos de
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imunizagcdo para produzir anticorpos eficazes e aperfeicoar a produgcdo de
antivenenos (Felicori et al., 2009; Mendes et al., 2013; Figueiredo et al. al., 2014;
Lima et al., 2018; Calabria et al., 2019). Assim, foram identificados epitopos lineares
das sequéncias de recLoxtox s1A e de recLoxtox s11A que foram reconhecidos por
cada soro imune.

Os peptideos antigénicos foram localizados na superficie das toxinas
recombinantes e incluiam residuos do sitio ativos dessas enzimas. Os soros anti-
recLoxtox s1A e anti-recLoxtox s1A/s11A reconheceram peptideos de ambas as
sequéncias das proteinas recombinantes, enquanto que o soro anti-recLoxtox s11A
apresentou reatividade contra a recLoxtox s1A em ensaio de ELISA indireto, mas
nao mostrou reatividade contra os peptideos lineares de recLoxtox s1A no ensaio de
Spot e no western blotting em condigbes redutoras (com [(3-mercaptoetanol). Essa
diferenca sugere que o0 soro anti-recLoxtox s11A reage contra epitopos
conformacionais de recLoxtox s1A. Foi mostrado que anticorpos policlonais que
reagem contra epitopos conformacionais apresentam pouca ou nenhuma resposta
imunogénica em ensaios de western blotting (Forstom et al., 2015).

Em andlise conjunta, esses resultados sugerem que as diferencas na
reatividade imunolégica dos epitopos estdo relacionadas a substituicdo de residuos
nas sequéncias das toxinas recombinantes. Foi demonstrada que na LiD1, uma PLD
recombinante de L. intermedia (Mello-Leitdo, 1934), os residuos E*, Y*, T4, y#
presentes em um epitopo de 27 residuos
(*®*NLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIP*!) desempenha um importante papel na
resposta imunogénica contra esta toxina recombinante (Dias-Lopes et al., 2010b).
Curiosamente, uma regido antigénica comum entre a recLoxtox s1A e a recLoxtox
s11A presentam alguns dos residuos encontrados no epitopo LiD1. Os residuos
importantes para a resposta imunogénica contra LiD1 sdo igualmente conservados
na sequéncia da recLoxtox s1A (E*®, Y*, T Y®), enquanto que trés dos residuos

foram substituidos na sequéncia da recLoxtox s11A (K*, E*®, M*, Y*%).

7. Conclusao

Neste trabalho foram caracterizadas a atividade funcional e as caracteristicas

estruturais de duas novas isoforma de Loxtox do veneno de L. similis (Moenkhaus,
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1898). As fosfolipases D recombinantes apresentaram atividade esfingomielindsica
dependente do pH do meio.

A injecdo intradermica em pele de coelho revelou que a recLoxtox S1A
produzem efeitos histopatolégicos similares com as altera¢cdes encontradas para o
veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), como dermonecrose, exarcerbado infiltrado
inflamatoério de neutrofilos e linfécitos, hemorragia e necrose muscular. A atividade
macroscopica, histoloégica e macroscopica da recLoxtox s11A produz efeitos menos
graves comparado a outra toxina recombinante, como edema, eritrema e infiltrado

inflamatorio transiente.

Os soros produzidos contra as toxinas recombinantes e contra ambas as
toxinas recombinantes foram capazes de reconhecer as toxinas recombinantes e o
veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), bem como apresentaram reatividade
imunogénica contra epitopos antigénicos especificos de cada toxina recombinante.
Além disso, os anticorpos foram capazes de neutralizar a acdo enzimatica e a
atividade necrética do veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898), sendo que 0 soro
produzido com ambas as toxinas e 0 soro contendo anticorpos contra a recLoxtox

s1A mais efetivos na neutralizacéo dos efeitos in vitro e histopatolégicos do veneno.

Estre trabalho demonstra que as toxinas recLoxtox S1A e recLoxtox s11A
desempenham papéis importantes no veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898). E o
uso de regides imunogénicas identificadas nas sequéncias das toxinas
recombinantes pode produzir anticorpos contra os efeitos do veneno, contribuindo
para o entendimento dos efeitos das fosfolipases D na patofisiologia do

loxoscelismo.

8. Perspectivas

Tem-se como perspectiva deste trabalho:

e Analisar a atividade das toxinas nos efeitos sistémicos do loxoscelismo por

meio de ensaios in vitro com eritrécitos humanos;

e Analisar os efeitos deletérios in vivo em camundongos;



94

e Avaliar o potencial dos soros imunes produzidos em neutalizar o efeito letal
do veneno em camundongos;

e Avaliar o potencial toxico de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em diferentes
espécies de insetos;

e Construir quimeras com as regides antigénicas reconhecidas nas sequéncias
das toxinas recombinantes e avaliar seu potencial na producao de anticorpos

e suas poténcias neutralizantes.
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10. Anexos

Anexo 1 FIGURA A 1 Inje¢&o de 10 pl de veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898)
em pele de coelho. A leséo foi analisada as 4, 24 e 48 h ap0és a injecédo do veneno
de L. similis (Moenkhaus, 1898).

4h 24h | 48 h

1c

Anexo 2 FIGURA A 2 Western-blotting das toxinas recombinantes e do veneno de

L. similis (Moenkhaus, 1898).
anti-recLoxtox anti-recLoxtox anfi-recLoXtoxX  antiveneno

s1A s11A sIA/S11A  de L. similis
kDa MWLs.sIAsIIA  Ls.slAslIA Ls.slAslIA - Ls sIAslIA Ls.slAslIA

O veneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) (Ls, 10 ug), recLoxtox s1A (s1A, 10 pyg) e
recLoxtox s11A (s11A, 10 pg) foram separados usando SDS-PAGE 12% em
condi¢cBes redutoras, transferidos para uma membrana de nitrocelulose e expostos
aos soros anti-recLoxtox s1A, anti-recLoxtox s11A, soro anti-recLoxtox s1A/s11A ou
soro antiveneno de L. similis (Moenkhaus, 1898) diluido 1:5000. A esquerda, uma
membrana representativa corada com Ponceau mostra o perfil das proteinas e os

marcadores de peso molecular (MW).
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Anexo 3 FIGURA A 3 Validacao e andlise de qualidade do modelos gerado para

recLoxtox s1A
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A) Gréfico Ramachandran gerado para o modelo da recLoxtox s1A, a andlise indica
que 98,19% dos residuos encontram-se em regibes favoraveis. B, C) Analise
QMEAN para o modelo da recLoxtox s1A mostrando a qualidade dos residuos do
modelo gerado. O resultado do QMEAN Global foi de 0,91 + 0.05. Os dados foram
obtidos por andlises do programa MolProbity versdo 4.4 disponibilizado pelo SWISS-
MODEL.
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Anexo 4 FIGURA A 4 Validacao e andlise de qualidade do modelos gerado para
recLoxtox s11A
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A) Gréfico Ramachandran gerado para o modelo da recLoxtox s1A, a andlise indica
gue 95,64% dos residuos encontram-se em regides favoraveis. B, C) Analise
QMEAN para o modelo da recLoxtox s1A mostrando a qualidade dos residuos do
modelo gerado. O resultado do QMEAN Global foi de 0,87 + 0.05. Os dados foram
obtidos por analises do programa MolProbity versao 4.4 disponibilizado pelo SWISS-
MODEL.
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