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RESUMO

Mesmo com um tratamento ja bem estabelecido e antivenenos eficientes
disponiveis no mercado, o envenenamento por escorpides ainda constitui um grave
problema de saude publica mundial. Apesar da evolu¢cdo na formulacdo dos
antivenenos, pouco tem sido efetivamente feito para melhorar a etapa de producao
inicial deste soro: a imunizacdo do animal produtor. O estudo de imundgenos que
sejam eficazes na geracdo de anticorpos neutralizantes e que ndo sejam toxicos para o
animal produtor seria, portanto, de grande interesse. A identificacdo de epitopos em
um antigeno é importante para a caracterizagdao de anticorpos, bem como para o
entendimento das bases moleculares da antigenicidade e imunogenicidade, além de
ter aplicacdo direta na manipulacdo deste antigeno para sua utilizagio como
imundégeno. Este trabalho teve como finalidade mapear, através de técnicas que
combinam abordagens bioinformaticas e experimentais, epitopos descontinuos de
toxinas escorpidnicas de relevancia médica e biotecnoldgica, como a AaH2 e a Ts3, e
de anatoxinas com potencial neutralizante, TsSNTxP e Amm8. Foram identificados
potenciais epitopos conformacionais nestas toxinas, utilizando-se anticorpos
neutralizantes gerados a partir delas. Estes epitopos mapeados aparentemente se
relacionam com a superficie bioativa determinada para a familia das a-toxinas que
afetam canais para sddio escorpiobnicas, justificando seu potencial neutralizante. A
identificagdo de tais epitopos contribui para um melhor entendimento da
imunoquimica das toxinas e pode auxiliar no desenvolvimento de imundgenos para a
criacdo de uma nova geracao de imunoterdpicos, mais especificos, seguros e eficazes

para o tratamento dos acidentes escorpidnicos.

PALAVRAS-CHAVE: escorpido, antiveneno, mapeamento, epitopos descontinuos



ABSTRACT

Scorpionism is still a worldwide health problem, even though there is a well
stabilished treatment and good quality antivenoms available. Despite the evolution in
the prepararation of antivenoms, the first step in this process, the immunization of
animals, has not followed this development. The study of immunogens that are
capable of eliciting neutralizing antibodies but that are not toxic for the producer
animal would be of great interest. The identification of epitopes within an antigen is
important for the characterization of antibodies, as well as for the general
understanding of the molecular basis of antigenicity and immunogenicity, and can be
directly applied in the manipulation of the antigen to be used as an immunogen. The
main goal of this work was to map, through a combined approach of bioinformatics
and experimentation, discontinuous epitopes in scorpion toxins of medical and
biotechnological interest, as AaH2 and Ts3, and anatoxins with neutralizing potential,
TsNTxP and Amm8. Putative discontinuous epitopes were identified, using neutralizing
antibodies generated by immunization with these proteins. The mapped epitopes
apparently relate to the bioactive surface determined for the family of a-toxins for
voltage gated sodium channels, possibly accounting for its neutralizing potencial. The
identification of such epitopes contributes for a better understanding of the
immunochemistry of toxins and can help the development of new immunogens and
creation of a new generation of immune products with improved specificity, safety and

efficiency for the treatment of scorpion stings.

KEY-WORDS: scorpion, antivenoms, epitope mapping, discontinuous epitopes
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1. INTRODUCAO

A Imunoquimica pode ser definida como o estudo dos fendmenos imunoldgicos
e das reacOes desencadeadas pela estimulacdo antigénica do sistema imune, a partir
do ponto de vista quimico, segundo definicdo do MeSH, (Medical Subject Headings —
PubMed). Apesar da definicdo de Imunoquimica abranger todos os processos de
reconhecimento de antigenos e resposta do sistema imune através de linfécitos B e T,
os estudos imunoquimicos, ao longo do tempo, tém sido principalmente focados no

estudo da interacao fisico-quimica entre antigenos e anticorpos(Mossy, 2009). .

A fungdo bioldgica dos anticorpos é se ligar a patégenos e outras moléculas
exogenas potencialmente nocivas ao organismo, para neutraliza-las e remové-las da
circulacdo. Os anticorpos geralmente se ligam a apenas uma pequena regido na
superficie de moléculas maiores, como proteinas ou polissacarideos. A esta pequena

regido da-se o nome de epitopo (JANEWAY ET AL., 2001).

Epitopos podem ser segmentos continuos na sequéncia primaria da proteina,
os chamados epitopos lineares ou continuos, ou serem compostos por uma regido na
superficie tridimensional da proteina, composta por aminoacidos distantes na cadeia
polipeptidica, os chamados epitopos conformacionais ou descontinuos (VAN
REGENMORTEL, 2009). A identificagdo dos epitopos de uma dada molécula é chamada de
mapeamento e pode ser feita através de diversas técnicas, como cristalografia do

complexo antigeno-anticorpo, mutagao sitio dirigida e imunoensaios peptidicos.

Por sua propriedade de neutralizar e remover antigenos da circulacdo, os
anticorpos tém sido amplamente utilizados como medicamento para o tratamento de
diversas patologias, como cancer (BRopY ET AL, 2011), infeccdo por patdgenos (RAIAM ET
AL, 2010), tratamento para rejeigdo de transplantes (SCHROEDER ET AL, 2010) e
envenenamentos por animais pegonhentos (NEwcomBE & NEwWCOMBE, 2007). Os
anticorpos podem ser utilizados na imunoterapia tanto como uma preparacao
monoclonal, contendo apenas um idiotipo de especificidade e afinidade definidas e
direcionado a um epitopo especifico; ou policlonal, contendo moléculas de diferentes

afinidades e especificidades e direcionado a diferentes alvos no antigeno de interesse.
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Nos casos de envenenamento com animais pegonhentos como serpentes e
escorpides, a imunoterapia com soro policlonal produzido em animais
hiperimunizados, o chamado antiveneno, é o Unico tratamento recomendado pela
Organizacdao Mundial de Saude (OMS). Ainda ha discussdes acerca da sua utilizacdo
como tratamento Unico, principalmente no caso do antiveneno escorpidnico, e nao ha
na literatura um estudo clinico randomizado definitivo que comprove a sua eficacia.
No entanto, ha boas evidéncias de que o antiveneno, quando administrado por via

intravenosa, é capaz de reduzir as concentragdes séricas de veneno ( KRIFI ET AL., 2001).

Nos ultimos vinte anos, grandes avancos foram feitos e incorporados na
producdo dos antivenenos, dando origem a novos imunoterapicos. As imunoglobulinas
podem ser consideradas proteinas modulares, com dominios definidos que exercem
fungdes distintas. Assim, é possivel processa-las na preparagao do imunoterapico para
gue sejam utilizados apenas os fragmentos de interesse das imunoglobulinas (Fab,
F(ab)2’, recombinantes), contendo o sitio de ligacdo ao antigeno, e sdo capazes de
exercer suas propriedades neutralizantes porém com menor risco de
hipersensibilidade colateral causado por seus outros dominios efetores(DEvAuX ET. AL.,

2001),(SELISKO ET. AL. 2004), (JUAREZ-GONZALES ET. AL., 2005), (QUINTERO-HERNANDEZ ET. AL., 2007).

Apesar da evolucdo dos antivenenos, no que diz respeito a sua formulacgdo,
pouco tem sido efetivamente aplicado para melhorar a etapa de produgao inicial deste
soro: a imunizacdo do animal produtor (ESPINO-SOLIS ET AL., 2009). A imunizacdo com o
veneno bruto é capaz de gerar um soro adequado ao tratamento. Entretanto, devido a
alta toxicidade deste imundgeno, o animal imunizado sofre com os sintomas do
envenenamento, o que reduz a sua expectativa de vida e pode o levar a morte
(CHIPPAUX & GOYFFON, 1998), (GAZARIAN ET AL. 2005). O estudo de imundgenos que sejam
eficazes na geracdo de anticorpos neutralizantes, mas que ndo sejam toxicos para o

animal produtor seria de grande importancia para produgao de antivenenos.

Mesmo com um tratamento ja bem estabelecido e antivenenos eficientes
disponiveis no mercado, o envenenamento por escorpides ainda constitui um grave
problema de saude publica mundial. A amplitude desta questdo tem, contudo, sido

negligenciada, uma vez que afeta principalmente paises em desenvolvimento do ,

-3-



» INTRODUCAO

longe das principais autoridades politicas e médicas globais, que se instalam nos
grandes centros urbanos, onde o grande impacto econdmico e médico acarretado
pelos envenenamentos nao é sentido. Estima-se que ao menos 1,2 milhdes de picadas
de escorpidao ocorram por ano, ocasionando pelo menos 3000 mortes no mundo
(CHIPPAUX, 2009). Esse nlimero, porém, é uma subestimativa, uma vez que grande parte
dos casos ndo é registrada adequadamente ou nem chega a receber atendimento

médico adequado, sendo tratados de maneira informal.

No Brasil, o numero de acidentes escorpionicos registrados pelo SINAN
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006), aumentou mais de 200% nos ultimos dez anos. Parte deste
aumento deve-se a grande adaptacdo do Tityus serrulatus, principal espécie
responsavel pelos acidentes no Brasil, ao ambiente urbano, aumentando a convivéncia
deste com a populagdao e assim o risco de acidentes. A reprodugdo partenogenética

dessa espécie também favorece a sua rapida disseminag¢do (LOURENCO ET. AL., 1996).

Este trabalho tem como finalidade mapear, através de diferentes técnicas,
epitopos descontinuos de toxinas escorpionicas de relevancia médica e biotecnoldgica,
como a AaH2 e a Ts3, e de anatoxinas com potencial neutralizante, TSNTxP e Amm8. A
identificacdo de tais epitopos contribui para um melhor entendimento da
imunoquimica das toxinas e pode auxiliar no desenvolvimento de novos imundgenos
para a criacdo de uma nova geracao de imunoterdpicos, mais especificos, seguros e

eficazes para o tratamento dos acidentes escorpidnicos.
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1.1 Imunoquimica

Conforme anteriormente exposto, a Imunoquimica é o campo da Ciéncia que se
ocupa, principalmente, do estudo das propriedades quimicas dos anticorpos e a sua

utilizacdo em imunoensaios.

Anticorpos podem ser definidos como proteinas, da familia das y-globulinas,
gue se ligam especificamente a uma substancia, o antigeno. Cada anticorpo apresenta
especificidade Unica, porém, apesar dessa variacdo, a estrutura geral do anticorpo é
conservada, sendo conhecido como imunoglobulina (Ig) (EpeLmaN, 1969). Eles sdo
produzidos por plasmdcitos, e sdo secretados na corrente sanguinea em resposta a
estimulos ao sistema imune. A sua ligagdao a antigenos tem a capacidade de neutralizar
patdgenos e prepara-los para serem retirados da circulacdo por fagocitos (JANEWAY ET

AL., 2001).

Desde a definicdo do termo “antikorper”, da teoria das cadeias laterais e da
“bala magica”, desenvolvida por Ehrlich, e da utilizacdo terapéutica do soro equino
imunizado com a toxina diftérica para o tratamento desta patologia por Bhering,
lancando as bases da imunoterapia (MACNALTY, 1954), muito ja foi feito no sentido de
elucidar a relacdo entre estrutura e funcdo dos anticorpos. Entretanto, este assunto
esta longe de estar esgotado e muitas questdes, principalmente no que diz respeito as
bases moleculares envolvidas na intera¢do antigeno-anticorpo, ainda permanecem em

aberto.

1.1.1. Interacdo Antigeno-Anticorpo
Os componentes do sistema imune, como os receptores de células T e os
anticorpos, conseguem discriminar formas moleculares de estrutura extremamente

proxima, evidenciando a existéncia de alta especificidade nas interagées.

A interagdo de anticorpos com seus antigenos relacionados ocorrem através de
regioes presentes nos dominios varidveis de suas cadeias leve e pesada. Nesses
dominios, loops que apresentam hipervariabilidade de sequéncia interagem entre si e
formam uma Unica regido no topo da molécula, sendo este o seu sitio de

reconhecimento e determinante da especificidade da molécula. A forma do sitio de
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reconhecimento pode variar, dependendo do comprimento e sequéncia dos loops,

formando sitios mais rasos ou profundos (JANEWAY ET AL., 2001).

A interacdo antigeno-anticorpo é complementar, com as cadeias laterais dos
residuos de um membro do par se encaixando em fendas formadas no outro, e vice-
versa. Apesar disso, algumas dessas chamadas fendas, que constituem sitios de
interacdo entre as moléculas, podem permanecer desocupados, sendo preenchidos ou
ndo por moléculas de agua. Esse fato explica a ligacdo de mais de um antigeno por um
mesmo anticorpo, e a existéncia de anticorpos com afinidades diferentes para um
mesmo antigeno. Essa variagao se daria por uma melhor ou pior complementariedade
entre as superficies, preenchendo mais ou menos sitios de interacdo. A manipulacdo
do antigeno ou do anticorpo para melhor preencher os espacos da interacdo pode,

portanto, aumentar a afinidade de ligacdo (MARIUzzA, 1987).

Sitio de reconhecimento
antigénico

Dominio Fab

= Dominio Fc

Figura 1: Estrutura da imunoglobulina e seu sitio de intera¢do. As cadeias pesadas estdo
representadas em azul e as cadeias leves em rosa. Em destaque, o sitio de interagao da por¢do

Fab com antigeno protéico, em amarelo. Adaptado de STRYER ET AL.,2002.

A resolugdo por cristalografia de raio X de vdrios complexos antigeno-anticorpo
tem auxiliado na determinacdo das caracteristicas deste interacdo. O primeiro par que
teve a sua estrutura estudada por cristalografia demostrou que o sitio de intera¢do do
antigeno com o anticorpo é composto por cerca de 10 a 20 aminoacidos, o que foi

confirmado por diversos estudos subseqlientes (AMIT ET AL.,1985); (AMIT ET AL., 1986);
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(COLMAN ET AL., 1987); (SHERIFF ET AL., 1987); (TULIP ET AL., 1992). Porém, a analise posterior de
103 complexos revelou que, na maioria dos epitopos, somente poucos residuos, cerca
de 4 ou 5, sao implicados na energia de ligagao e determinam sua especificidade. Os
outros residuos desempenhariam um papel estrutural (GEYSEN ET AL., 1988). Verificou-se
também que os antigenos tendem a estabelecer interagdes preferencialmente com os
residuos mais centrais dos loops que compdem a regido hipervariavel (MACCALLUM ET AL.,
1996). Apesar da extrema variabilidade desta regido, o sitio de ligacdo do anticorpo
tende a ter carater mais hidrofébico que a maioria da superficie das proteinas, com

uma alta incidéncia de residuos de tirosina (BLYTHE E FLOWER, 2005).

Geralmente, os anticorpos sdo dirigidos contra regides que se encontram
expostas na superficie das proteinas. Residuos que se encontram no interior do
enovelamento do antigeno podem participar da ligacdo se houver uma grande
alteragdo conformacional do complexo mediante a ligacdo, situacdo pouco usual. Nas
observacgdes feitas até o momento, apenas pequenas alteracdes moleculares ocorrem
guando da ligacdo do complexo, com pequenas rotacOes das cadeias laterais, e
rearranjos de até 1,5 A° em seus loops . O processamento ou desnaturacao do
antigeno poderia, contudo, expor residuos ndo presentes na superficie da molécula

nativa (MARIUZZA ET AL., 1987).

A interacdo entre antigeno e anticorpo é mantida por forcas fracas, como
pontes de hidrogénio, van der Waals e hidrofébicas. O fato de essas forcas terem baixa
energia livre (<20 Kcal/mol), ao contrario da ligagcdo covalente (>40 Kcal/mol), garante
o fendmeno da especificidade antigeno-anticorpo, sendo necessario um somatério de

forgas para que a interagdo ocorra (MENDEL ET AL., 1996).

1.1.2. Antigenicidade x Imunogenicidade

O termo antigeno se refere a qualquer entidade que possa ser especificamente

reconhecida por componentes do sistema imune (ARNON & VAN REGENMORTEL, 1992).

Ja antigenicidade pode ser definida como a habilidade de um epitopo, regido
especifica da molécula do antigeno, reagir com um anticorpo. A antigenicidade diz

respeito a um fendmeno de reconhecimento molecular, ndo sendo uma caracteristica
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intrinseca da proteina, mas que existe apenas quando relacionada a um determinado
anticorpo capaz de se ligar a ela. Assim como um anticorpo sé pode ser definido
guanto a sua especificidade quando ligado a um antigeno, a natureza epitépica de um
grupo de aminoacidos numa proteina sé pode ser reconhecida a partir de sua ligacdo
com uma imunoglobulina. Assim, um epitopo nao é uma caracteristica intrinseca de
uma proteina, mas uma entidade relacional que sé existe quando analisada junto a

parte do anticorpo que se liga a ele, o chamado paratopo complementar.

-

E importante que o conceito de antigenicidade seja distinguido do de
imunogenicidade, que é a capacidade de um antigeno, ou parte dele, de induzir uma

resposta imunoldgica em um hospedeiro vertebrado (VAN REGENMORTEL, 2009).

Assim, um dado epitopo, ao ser reconhecido por um anticorpo, pode ser
considerado como antigénico para aquele determinado anticorpo. Porém, para atestar
se um epitopo possui propriedades imunogénicas é necessario que este seja inoculado
em um sistema vivo e a sua resposta imunoldgica, celular e/ou humoral, deve ser

guantificada.

1.1.3. Epitopos: Continuos e Descontinuos

Os epitopos de um determinado antigeno podem ser classificados quanto a sua
estrutura como continuos, também denominados lineares; ou descontinuos, também

denominados conformacionais.

A classificacdo de um epitopo continuo é dada a todo fragmento peptidico
composto por sequéncia de residuos contiguos na estrutura linear de uma proteina.
N3o necessariamente todos os residuos de um epitopo linear participam diretamente
da interagao com o paratopo relacionado. Em um peptideo de maior tamanho, varios
pontos de contato sdao intercalados por aminoacido nao relevantes para a interagdo

(ARNON & VAN REGENMORTEL, 1992).

Os epitopos descontinuos consistem em residuos ou pequenas sequéncias de
aminodcidos que estdo distantes na estrutura primaria da proteina, mas se encontram

aproximados na estrutura tridimensional. Quando uma proteina é desnaturada,
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teoricamente, os anticorpos que reagem com epitopos descontinuos deixam de
reconhecé-la, pois estes sdao dependentes de conformagdo. Experimentalmente,
porém, cerca de 10% dos anticorpos dirigidos contra epitopos descontinuos reagem
com fragmentos lineares (ARNON & VAN REGENMORTEL, 1992). Isso é explicado pelo fato de
qgue alguns segmentos maiores podem compor um epitopo descontinuo,

representando um fragmento continuo dentro de uma estrutura maior descontinua.

EPITOPO CONTINUO EPITOPO DESCONTINUO

LSRVKT... ..TRWECN YPASGITIDLTYOPOHKC...

Figura 2: Defini¢éo de epitopos continuos e descontinuos. Nos epitopos continuos (esq.), uma
série de aminoacidos continuos na sequéncia primaria da proteina sdo reconhecidos pelo
paratopo do anticorpo. Nos epitopos descontinuos (dir.), aminodcidos que estdo distantes na
estrutura primaria da proteina, mas que sao aproximados no enovelamentp sdo reconhecidos

pelo paratopo do anticorpo.

Grande parte da resposta imune mediada por células B produz anticorpos que
reconhecem as proteinas na sua forma sollvel, ou seja, que se ligam na superficie da
sua conformacgado nativa, uma vez que o antigeno ndo sofre o processamento complexo
pelo qual passam os antigenos apresentados as células T. Assim, especula-se que a

maioria dos epitopos reconhecidos por anticorpos in vivo seja do tipo descontinuo.
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1.1.4. Mapeamento de Epitopos

Algumas técnicas experimentais permitem a identificacdo de epitopos
importantes em uma resposta imune, sendo o processo chamado mapeamento de
epitopos (“Epitope mapping”). A identificacdo de epitopos em um dado antigeno é
importante para a caracterizagao de anticorpos, bem como para entendimento das
bases moleculares da antigenicidade e imunogenicidade, além de ter aplicacdo direta

na manipulagao deste antigeno para sua utilizagdo como imundgeno.

A técnica que é capaz de mapear com maior exatiddo um epitopo € a resolucdo
da estrutura 3D do complexo antigeno-anticorpo que se deseja estudar por
cristalografia ou ressonancia nuclear magnética (MARIUZZAET AL., 1987). Entretanto, esta
€ uma técnica bastante laboriosa e as condi¢des adequadas podem nao ser alcangadas
para a produgao de um cristal de qualidade. Surgiu assim a demanda por técnicas mais

simples e rapidas para este fim.

A mutagénese sitio-dirigida é uma técnica que também pode ser utilizada para
0 mapeamento de epitopos. Esta técnica consiste em induzir a mutacdo de
determinados aminoacidos que sdo potencialmente participantes do epitopo da
molécula. Os mutantes expressos seriam entdo avaliados experimentalmente para
verificar se o aminodacido alterado teria influéncia na ligacdo com o anticorpo. Caso a
mutacdo prejudique significativamente a interacdo com o anticorpo, pode-se dizer que
esses aminodcidos pertencem ao epitopo correspendente ou tém forte influéncia
sobre ele (CARTER, 1986), (SzkLARz ET AL., 1997). Entretanto, esta técnica também é
trabalhosa, dependente de conhecimentos de Biologia Molecular e requer

infraestrutura de alto custo laboratorial.

Dentre as metodologias alternativas propostas para o mapeamento de
epitopos, podemos citar o método de SPOT (FRANK, 1992), (CARTER & LOOMIS-PRICE, 2004).
Neste método, peptideos que cobrem toda a sequéncia de aminoacidos de uma dada
proteina sdo construidos paralelamente em membranas de celulose e testados quanto

a sua reatividade com o respectivo anticorpo.
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O método de SPOT foi criado partindo-se do pressuposto de que uma reagao
quimica pode proceder em uma regiao determinada de um suporte sélido, desde que
os reagentes necessarios estejam disponiveis nessa regido em quantidades suficientes.
Assim, quando uma pequena gota contendo um determinado reagente é depositada
em uma membrana porosa, esta é absorvida e forma uma pequena regido circular
(spot). A adicdo de reagentes subsequentes nessa mesma regido transforma-a em um
reator. A técnica de sintese quimica de peptideos desenvolvida por Merrifield em 1963

pode ser realizada neste formato.

Como uma mesma membrana pode abrigar diversos spots individualizados,
sequéncias peptidicas diferentes podem ser sintetizadas em uma pequena 4area, sem
qgue haja interacdo significativa entre elas. Para a detec¢do da reacdo ou interacdo de
moléculas com as espécies imobilizadas na membrana, pode-se utilizar qualquer
sistema colorimétrico ou de fluorescéncia ja estabelecido para outras técnicas, como
ELISA ou Western blot. Uma vez que um possivel sinal positivo estara limitado ao sitio
ou spot no qual a espécie reativa foi sintetizada, torna-se possivel a sua identificacdo

(FRANK 2002).

Esse é um método barato e conveniente que permite analise da reatividade de
varias moléculas diferentes de forma simultdnea. A técnica de SPOT ja foi
automatizada, permitindo a sintese eficiente de centenas de peptideos em uma
mesma membrana. Assim, é possivel gerar dados em larga escala. Além disso, a
técnica pode ser utilizada como ferramenta para o estudo de diversos eventos de

interacdo molecular (DURAUER ET AL., 2006).

S3ao poucas a técnicas desenvolvidas para a identificacdo de epitopos
descontinuos, devido a inerente dificuldade de simular experimentalmente a
conformacdo precisa dessas regidoes (VAN REGENMORTEL & PELLEQUER, 1994). O SPOT,
inicialmente, se prestou ao mapeamento de epitopos lineares, mas algumas
modificacGes ja foram propostas para permitir a identificacdo também de epitopos
descontinuos (REINEKE ET.AL., 1999). Espanel e colaboradores, em 2003, propuseram uma
modificacdo da técnica que permite a andlise de mais de um componente peptidico

por SPOT, o chamado Double-Spot, que permite a identificagdo de interagdes que
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dependem de mais de uma ligacdo de baixa afinidade atuando em conjunto para ser

estabelecida.

Outra alternativa para o mapeamento de epitopos descontinuos é o método de
Phage Display (PARMLEY & SMITH, 1989) que é uma técnica de selecdo in vitro na qual
ocorre a fusdo génica de sequéncias aleatdrias que codificam uma proteina ou
peptideo a proteinas de superficie de um bacteriéfago da classe M13, resultando na
expressao de uma proteina heterdloga na superficie do capsideo viral. A insergao de
seqliéncias de nucleotideos nos fagos é feita em uma regido pré-determinada do
genoma viral e permite a construgdo de uma biblioteca conformacional de peptideos.
Cada membro da biblioteca apresenta uma forma distinta de peptideo e, portanto,
diferentes capacidades de interacdo deste com a molécula alvo. Fagos, que
apresentam em sua superficie peptideos com especificidade de ligacdo desejada,
podem ser selecionados da biblioteca através da ligagdo com uma molécula
imobilizada (anticorpo) e a seqiiéncia do peptideo selecionado pode ser deduzida da
seqliéncia do DNA encapsulado (ScotT & SmiTH, 1990). Esta técnica destaca-se na
determinacdo de mimotopos ou epitopos conformacionais ou descontinuos,
principalmente quando se utilizam anticorpos monoclonais cujo epitopo €, na maioria

das vezes, conformacional (CORTESE ET AL., 1994).

Com o avanco e popularizacdo da bioinformdatica, metodologias in silico
também vém surgindo para o auxilio da predigao de epitopos. Nos ultimos 25 anos,
diferentes algoritmos foram desenvolvidos com o objetivo de predizer epitopos de
proteinas. Hoje, mais de 31 métodos de bioinformatica sdo disponiveis para tais
andlises. A maioria destes métodos baseia-se em parametros como acessibilidade,
hidrofobicidade ou hidrofilicidade, antigenicidade, flexibilidade e estrutura
secunddrias. Somente em 2005 surgiram os primeiros métodos preditivos para
epitopos conformacionais, que levam em conta a estrutura tridimensional das
proteinas: CEP ("Conformational Epitope Prediction") (KULKARNI-KALE ET AL., 2005) e EMT

("Epitope Mapping Tool") (BATORIET AL., 2006).

Mais recentemente, um método de bioinformatica denominado PEPOP (MoREAU

ET AL, 2008) baseado tanto na sequéncia do antigeno, quanto na sua estrutura
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tridimensional, foi desenvolvido. Este programa utiliza diferentes algoritmos com o
objetivo de localizar regides acessiveis na superficie das proteinas que poderiam

corresponder a epitopos conformacionais.

O mapeamento de epitopos é peca fundamental para o entendimento da
imunoquimica de uma proteina, para que esta possa ser manipulada e encontre
aplicacdes nas areas médicas de tratamento e diagndstico. No campo da Toxinologia
em particular, este tipo de estudo é importante na medida em que auxilia na melhoria
do tratamento através da imunoterapia ja eficazes no caso de acidentes com animais

peconhentos.

1.2. Escorpionismo

Os escorpides sao considerados um dos animais que surgiram a mais tempo na
evolucdo e que aindasdo encontrados na natureza. Pela sua grande capacidade de
adaptacgado, este aracnideo habita a terra a mais de 400 milhdes de anos, tendo sofrido
muito poucas alteragdes na sua morfologia. Eles podem ser encontrados nos mais
diversos habitats terrestres, como florestas tropicais, equatoriais e temperadas,

savanas, cavernas e até mesmo montanhas (LOURENCO, 2001).

O envenenamento por escorpides é um problema de saude publica que afeta
diversas partes do globo, tendo grande prevaléncia em paises em desenvolvimento do
hemisfério Sul. A real incidéncia do escorpionismo €, entretanto, ainda desconhecida,
uma vez que grande parte dos acidentados ndo procura os centros de saude
especializados para o atendimento. Estima-se o que o niumero de acidentes ultrapasse

1 milhdo por ano, sendo a populagao rural a mais afetada.

Como os recursos médicos e econdmicos sdo mais escassos nas regides de
maior incidéncia, o problema se torna ainda mais grave. Dessa maneira, os acidentes
escorpionicos sdo considerados como uma doenca negligenciada, mesmo dentro do
grupo de doengas negligenciadas ja estabelecido pela OMS, e merece mais atengao

(WHO, 2007).
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1.2.1. Epidemiologia
1.2.1.1. No mundo

A epidemiologia do escorpionismo foi recentemente revisada por Chippaux &
Goyffon, em 2007, através da analise de dados disponiveis em artigos cientificos
indexados no Medline, mapeando as principais regidoes endémicas. As regifes que
apresentaram o maior nimero de fatalidades por ano foram o Norte da Africa,
Oriente Médio e parte da india, México, Venezuela, parte da Colémbia e o Sudeste do
Brasil. O numero de espécies presentes nestas regides ndo é elevado, porém a sua

distribuicdo cobre grandes areas geograficas.

Dos paises desenvolvidos, apenas os estados do Sul dos Estados Unidos e a
regido mediterranea da Europa possuem uma incidéncia relativamente importante de
escorpionismo. Nos EUA, Centruroides sculpturatus responde pelos acidentes que
ocorrem no Texas e Arizona, enquanto Buthus occitanus é a mais prevalente no Sul da

Europa. Os acidentes graves ndo sdo frequentes.

Incidéncia por 100.000 habitantes

Limites de

distribuicdo [] <1 ] 1a100 B > 100

Figura 3: Distribuigcdo do escorpionismo no mundo. Adaptado de Chippaux & Goyffon, 2007.

2007.
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Na regido do Mahgreb, porcdo Oeste do Norte da Africa que compreende o
Marrocos, Argélia Tunisia e Libia, dados epidemioldgicos indicam a incidéncia de mais
de 100.000 casos por ano. As principais espécies responsdveis pela maior parte dos
acidentes sao Androctonus mauretanicus mauretanicus no Marrocos (GHALIM ET AL.,
2000) e Androctonus australis na Argélia (HAMMOUDI-TRIKI ET AL., 2004) e Tunisia (KRIFIET AL.,
1998). Buthus occitanus tunetanus, apesar de possuir um veneno menos téxico para
mamiferos do que as espécies supracitadas, tem distribuicdo ampla nesta area, sendo
também responsavel por alguns casos graves de envenenamento (MARTIN-EAUCLAIRE ET
AL., 2006). Na regido do Oriente Médio e Egito, Leiurus quinquestriatus quinquestriatus
€ o responsavel pelo maior nimero de acidentes. Na Turquia (ADIGUZEL ET AL., 2007), a

principal espécie causadora de acidentes é Androctonus crassicauda.

Na regido da India, o escorpido vermelho, Mesobuthus tamulus, é o responsavel
pelos acidentes. O antiveneno produzido contra o veneno deste escorpido ndo parece
ser muito eficaz. O tratamento do seu envenenamento é feito a base do bloqueador
adrenérgico Prazozina. O uso deste medicamento parece ter diminuido os indices de
mortalidade a menos de 1%, apesar de um numero aparentemente alto de acidentes

(BAWASKAR, 2005).

Na América do Norte, o México é um dos paises mais acometidos pelo
escorpionismo, contando com varias espécies do género Centruroides de importancia
médica. Devido a adog¢do de politicas publicas especificas e a disponibilizacdo de
antiveneno de alta qualidade, o quadro critico de envenenamentos no México vem
sendo dramaticamente revertido ao longo dos anos, passando de uma mortalidade de
até 300 obitos por ano, no periodo de 1985 a 1990 a indices quase nulos (POSSANI,

2000).

Na América do Sul, além do Brasil, Venezuela e Colédmbia sdo os paises mais
acometidos. A Venezuela conta com mais de 11 espécies do género Tityus,
potencialmente perigosas para o homem, sendo notificadas em acidentes (BORGESETAL.,
2010). Cada veneno dessas espécies diferentes apresenta toxicidade e antigenicidade
distintos, sendo o desenvolvimento de um antiveneno adequado ainda um desafio

para o pais (BORGES ET AL., 2006), (BORGES ET AL., 2007). Na Colombia, Tityus pachyurus é o
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principal causador de envenenamentos (BARONA ET AL., 2006), apresentando toxicidade

moderada.

Na Argentina, a adaptacao do escorpido Tityus trivittatus tem sido responsavel
por um aumento considerdvel no numero de acidentes reportados, com um
incremento considerdvel na mortalidade. Acidentes também passaram a ser
reportados em provincias onde nunca houvera notificagdes anteriormente (ROODTETAL.,

2010).

Os escorpides ndo sdao espécies migratodrias, tendo seu territdrio restrito 3
algumas centenas de metros quadrados. Entretanto, pela acdo antrdpica e modificagdo
de seu habitat natural, estes podem se dispersar e colonizar novos ambientes,
alterando assim o padrdo epidemioldgico observado atualmente. Além disso,
acidentes em regides ndo endémicas, causados por animais pertencentes a
colecionadores ou acidentalmente transportados de uma regido endémica sdo
existentes, porém nao quantificados. Com a globalizagdao crescente, esta é uma
situacdo que tende a ocorrer com mais frequéncia e deve ser monitorada . (CHIPPAUX,

2009).

1.2.1.1. No Brasil

No Brasil, os acidentes escorpidnicos sdo os que possuem o maior nimero de
notificacbes dentre os acidentes com animais pegonhentos. Em 2010, foram
notificados 50.126 acidentes, dos quais 88 evoluiram para o ébito, sendo a incidéncia
de 26,3 acidentes/100.000 habitantes e a letalidade de 0,2 % neste periodo. Criancgas
entre 1 e 9 anos representaram 44% dos dbitos relatados. Os acidentes ocorrem com
mais frequéncia no periodo quente e chuvoso (outubro-margo). A regido com maior
numero de acidentes é a Nordeste (23.929), mas o estado onde ocorrem mais registros
é Minas Gerais (12.016), seguido da Bahia (8.910) e Sdo Paulo (6.790), para o periodo
analisado de 2010.

Os principais agentes responsaveis pelos acidentes escorpibnicos sao as
espécies Tityus serrulatus, com ampla distribuicdo pelo pais, exceto no Norte, sendo a

espécie causadora de acidentes com maior gravidade; Tityus bahiensis, encontrado na
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Bahia, Centro-Oeste, Sudeste e Sul; Tityus stigmurus, presente principalmente no
Nordeste. Em menor proporgao Tityus paraenses (recentemente renomeado a Tityus
obscurus) é encontrado no Norte e Mato Grosso e Tityus metuendus, endémico da
regido da Amazobnia. Estes escorpides adaptam-se facilmente aos grandes centros
urbanos, fato evidenciado por 62,2% dos acidentes ocorrendo na zona urbana, e pela

ocorréncia de notificagdes em praticamente todas as capitais do pais.
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Figura 4: Incidéncia de acidentes com animais pegconhentos no Brasil nos ultimos 10 anos.

Tabulados a partir de dados disponibilizados pelo SINAN, do Ministério da Saude.
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Figura 5: Principais espécies causadoras de acidentes escorpibénicos no Brasil. Adaptado do

website do Ministério da Saude.
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No periodo de 2000-2010, nimero de envenenamentos registrados no Brasil
aumentou mais que o dobro. O crescimento demografico e uma melhora no registro
dos dados epidemiolégicos podem explicar parte do aumento da incidéncia do
escorpionismo verificado. Entretanto, o crescimento urbano, com loteamentos
colonizando novas areas anteriormente ndao ocupadas pelo homem, pode contribuir
também para este fato, pois favorece a expansdo do escorpidao Tityus serrulatus,
principal espécie presente na regido que, além de possuir reproducdo
partenogenética, apresenta habitos domésticos e se adapta muito bem ao ambiente
urbano, com o agravante de ser uma das espécies mais toxicas conhecidas (LOURENGO ET.
AL., 1996). Comprovando seu potencial de rapida expansdao, num periodo de 10 anos
(1982 — 1992) o numero de individuos da espécie T.bahiensis coletados na Grande Sao
Paulo aumentou 5,6 vezes, enquanto o nlimero de individuos representantes de

T.serrulatus cresceu 30,3 vezes (VON EICKSTEDT ET AL. 1996).

Inicialmente, o T.serrulatus era endémico de uma area restrita de Minas Gerais,
mas tem se expandido notavelmente ao longo dos ultimos 300 anos (LOURENGO ET AL.
1996), (LOURENGCO & CUELLAR, 1996), (VON EICKSTEDT ET AL. 1996). A introducado incidental de
poucos exemplares da espécie T.serrulatus em um novo ambiente pode levar a sua
proliferagdo rapida. Este fato é de grande relevancia epidemioldgica, pois pode causar
aumento da incidéncia do escorpionismo em estados onde estes animais sdo ausentes
e que sao despreparados para lidar com o tipo de acidente provocado. Esta situacao ja
foi reportada no Rio Grande do Sul (TORRES ET AL, 2002), e vem sendo monitorada

cuidadosamente pelas autoridades sanitarias (SUCEN E SES, 2007).

Talvez por ser o habitat original do T.serrulatus, Minas Gerais é claramente o
estado onde a situacdo do escorpionismo é mais preocupante. Entre os anos de 2001 e
2005, mais de 14.000 notificagdes de acidentes envolvendo criangas e adolescentes de
até 19 anos foram feitas no estado, com a taxa de letalidade oscilando de 0,7% até 1%
dos casos, conforme o periodo (GUERRA ET AL., 2008). Um estudo, conduzido com criangas
e adolescentes na cidade de Montes Claros, apontou um percentual de quase 30% dos
casos estudados classificados como graves, com mortalidade de 1,5% (HORTA ET AL,

2007). Apesar do grande numero de acidentes em Belo Horizonte, um estudo
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retrospectivo demonstrou a reducao significativa da mortalidade, passando de 5,9%,
registrados na década de 40, a 0,2%, no periodo de 1990-1997, possivelmente devido a

implementacdo e padronizacdo da soroterapia (SOARES ET AL., 2002).

Na Bahia, segunda area mais afetada, foi reportada a existéncia de areas
urbanas altamente endémicas na cidade de Salvador (AMORIM ET AL., 2003), sendo o

Tityus stigmurus o principal agente etioldgico desta area (LIRA-DA-SILVA ET AL.,2000).

Apesar de epidemioldgicamente menos importante, um estudo conduzido em
Santarém, no Para, mostra que os casos de envenenamento com Tityus paraensis
apresentam quadro claro acometimento neurolégico, com sintomatologia exuberante,
como mioclonias, dismetria, disartria, e ataxia de marcha entre outras (PARDAL ET AL.,
2003). Esta sintomatologia é bastante diferente da observada em outras espécies de
escorpido e sdo escassos os estudos acerca dos componentes do veneno responsaveis

por esses efeitos
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Figura 6: Incidéncia de acidentes escorpionicos em 2010, por unidade federativa. Tabulado a

partir de dados disponibilizados pelo SINAN.

1.2.2. O veneno

Os venenos escorpidnicos sao misturas complexas de substancias produzidas

por glandulas seromucosas e inoculadas por aparato especializado presente no animal.
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A producdo de substancias toxicas € um traco adquirido por seres vivos, ao
longo da evolugdo, como sistema de defesa e mecanismo de captura de presas. Os
componentes do veneno tém, portanto, o objetivo de comprometer funcdes vitais do

organismo no qual sdo inoculados.

1.2.2.1. Composic¢ao

Estima-se que existam mais de 100.000 moléculas diferentes nos venenos dos
escorpides existentes ao redor do mundo. Porém, apenas uma infima parcela deste
rico material é bem conhecida e caracterizada (Possanl ET AL, 1999). A pequena
disponibilidade deste material bioldgico, devido a relativa pequena quantidade de
veneno produzido pelo animal e a ainda menor concentragdo de cada componente no
veneno, torna dificil o isolamento dessas substancias para a caracteriza¢cdo adequada.
O aumento da resolucdo das técnicas de analise tem ajudado a reverter esse quadro,
possibilitando a caracterizacdo utilizando quantidades infimas das moléculas de
interesse (GAZARIAN ET AL, 2005). Para acompanhar a grande quantidade de informacao
potencialmente gerada no estudo das toxinas, a bioinformatica surge como uma
ferramenta importante para a compilacdo, analise e manipulacdo dos dados ja

existentes sobre os venenos e suas toxinas (TAN ET AL., 2003).

Dentre os compostos que ja foram identificados no veneno estdo: histamina,
serotonina, sais diversos, peptideos, nucleotideos, aminodcidos, enzimas, inibidores de

enzimas e neurotoxinas (DiNiz 1978).

As hialuronidases sdao um grupo de enzimas que catalisam a hidrélise do acido
hialurénico ou hialuronan, um dos principais componentes da matriz extracelular. Sua
presenca ja foi detectada no veneno de vdrios escorpides (PESSINIET AL., 2001), (BATISTA ET
AL., 2007), (FENG ET AL., 2008) e de outros animais peconhentos (DA SILVEIRA ET AL., 2007),
(QuUEIROZ ET AL., 2008) . Apesar de ndo serem toxicas, as hialuronidases favorecem o
espalhamento do veneno, pela sua atuacao na matriz extracelular, sendo responsaveis

pelo estabelecimento rapido do quadro de envenenamento.

A presenga de enzimas proteoliticas ja foi detectada nos venenos

escorpionicos, com atividade moderada em pH 8.0, pertencendo provavelmente a
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familia das serino-proteases (ALMEIDAET AL., 2002). Estas enzimas podem atuar também
como fatores de espalhamento do veneno, degradando componentes da regido onde é
inoculado, facilitando a absor¢do deste, ou até mesmo serem causadoras diretas de
patologias relacionadas ao envenenamento. Uma metaloprotease, capaz de clivar
VAMP (vesicle associated membrane protein) foi purificada recentemente do veneno
de T. serrulatus, demontrando que ainda ha muitos componentes a serem

desvendados, mesmo no veneno de escorpides ja bem estudados (FLETCHER ET AL., 2010).

Peptideos de baixo peso molecular também estdo presentes nos venenos
escorpionicos. Estes podem apresentar atividades bioldgicas diversas e de grande
importancia, como antimicrobiana (PLESSIS ET AL., 2008), potencializadora da bradicinina

(VERANO-BRAGA ET AL., 2008), antitrombdtica , anti-malaria (GAO ET AL., 2010), dentre outros.

1.2.2.2. Principais Toxinas

Apesar do grande numero de componentes, com atividade bioldgica
importante, descritos acima, sdo as neurotoxinas as grandes responsaveis pelos

principais sintomas apresentados no envenenamento por escorpides.

As neurotoxinas escorpidnicas sdo proteinas basicas, de baixo peso molecular,
gue exercem seus efeitos toxicos pela sua ligacdo a canais idnicos com alta afinidade.
Os canais idnicos formam uma superfamilia protéica contando com cerca de 140
membros ja identificados, caracterizados pela sua estrutura que se insere na
membrana levando a formacdo de um poro, por onde ha fluxo regulado de ions e
consequente transmissdao de sinais elétricos pela membrana onde estdo inseridos.
(CATTERALL ET AL, 2007). Sua estrutura tridimensional acaba de ser resolvida por
cristalografia, o que deve contribuir muito para o melhor entendimento de seu

funcionamento (PAYANDEH ET AL., 2011).

As neurotoxinas escorpidnicas sao divididas em quatro familias principais de
acordo com o tipo de canal em que atuam: canais para sodio, canais para potassio,

canais para calcio ou canais para cloro (BECERRIL ET AL, 1997).
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As toxinas que afetam canais para sédio sdo compostas por 60-70 aminoacidos
(aa) e sdo estabilizadas por 4 pontes dissulfeto, sendo responsdveis pela maior parte

da toxicidade do veneno.

As que afetam canais para potassio sdo menores, com 30-40 aa e sdo
estabilizadas por 3 ou 4 pontes dissulfeto (RODRIGUEZ DE LA VEGA & PossANI, 2004). Elas
atuam como bloqueadores do canal, e sdo excelentes modelos para o estudo da

funcdo destes canais.

Ainda sdo poucas as toxinas caracterizadas que possuem especificidade para
canais para cloro. Elas possuem cerca de 36 aa e 4 pontes dissulfeto. A clorotoxina, o
primeiro membro dessa familia a ser identificado e caracterizado, a partir da
purificagdo do veneno de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus, demonstrou se ligar
especificamente ao receptor MMP2 associado a canais para cloro, altamente expresso
em tumores de células da glia (gliomas), mas ndo em tecidos normais. Seu analogo
sintético (TM-601) ligado ao iodo radioativo foi aprovado pela Food and Drugs
Administration (FDA) para o tratamento desse tipo de cancer e testes clinicos de fase |
ja foram realizados com sucesso (MAMELAK ET AL. 2006) e vem sendo também utilizado
para o diagndstico deste tipo de cancer (HUANG ET AL, 2011). Devido a este potencial
anti-tumoral verificado para este tipo de toxina, a busca por clorotoxinas no veneno de

outros escorpides foi objeto de estudos recentes (RIEIBIET AL. 2011).

As toxinas para canais para cdlcio ndo tém sua estrutura definida e ainda nao
contam com muitos membros identificados, mas devem ser de grande interesse, uma
vez que o influxo de célcio através destes canais € um mecanismo importante para a

transducdo de sinais (CATTERALL ET AL, 2007).

Por serem as principais responsaveis pelos efeitos tdéxicos do veneno, as toxinas
para canais para sédio, estudadas neste trabalho, serdo descritas mais profundamente,

em especial as a-toxinas.

A classificagdo mais utilizada para as toxinas escorpidnicas para canais para
sodio se baseia no seu papel fisiolégico como moduladores do mecanismo do canal e

em estudos comparativos com outras toxinas ja caraterizadas. Estas neurotoxinas sao
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capazes de exercer basicamente dois efeitos distintos: diminuir a velocidade da
inativacdo do canal, propriedade atribuida as chamadas a-toxinas; ou precipitar a sua
ativacdo, tornando o canal sensivel a voltagens mais baixas, efeito causado pelas

chamadas B-toxinas (REVISADO POR RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2005).

Loop

S5-SS1 Siti04 Regido do Poro Sitio 3
B-Toxinas SY SS2 a-Toxinas
Loop Loo
S1-S2 SS2-56

i
N
uin

F+ 0

2
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Figura 7: Desenho esquemadtico da estrutura de um canal para sodio. As B-toxinas se ligam no
dominio 2 do canal, em um loop entre os segmentos transmembrana 3 e 4 enquanto as a-
toxinas se ligam no dominio 4, em loop também entre os segmentos 3 e 4. Adaptado de

GORDON ET AL.2007.

De acordo com o alvo de seu efeito farmacoldgico, as a-toxinas escorpibnicas
podem ainda ser classificadas em trés sub-grupos: a-classicas, a-like e anti-inseto . As
a-classicas apresentam alta toxicidade para mamiferos, ligando-se com alta afinidade
as sinaptossomas de cérebro de rato, e baixa toxicidade detectada em insetos; as a-
inseto-toxinas atuam, evidentemente, em insetos, sendo praticamente indcuas em
mamiferos quando injetadas por via intracerebroventricular; e as a-like atuam tanto
em mamiferos (apenas por via intrecérebroventricular) quanto em insetos, porém nao
se ligam a sinaptossomas de cérebro de rato, competindo fracamente com as a-

classicas (REVISADO POR BOSMANS & TYTGAT, 2007).

Diversos dados indicam a presenca de uma regido estrutural,
farmacologicamente ativa, conservada para as toxinas do tipo a-classicas. Esta seria
formada por dois dominios: um chamado dominio NC, composto por uma volta de 5

residuos localizada préxima a regido N-terminal (residuos de 8-12) mais a porc¢do C-
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terminal da molécula; e outro chamado dominio nuclear (“core domain”) formado por
alguns residuos centrais, por volta do residuo 40, que compdem o loops que
interconectam os elementos estruturais secundarios (Liu ET AL., 2005), (REVISADO POR

RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2005), (REVISADO POR BOSMANS & JAN TYTGAT, 2007) (WEINBERGER

ET AL., 2010).

Apesar de se ligaram em dois alvos diferentes no canal para sddio voltagem
dependente, é provavel que as a e B toxinas atuem sinergisticamente. Cohen e
colaboradores, em 2006, verificaram que a ligacdo de B-toxinas no sitio 4 do canal,
mesmo em formas mutantes nao-toxicas, é capaz de influenciar a ligagao de a-toxinas
no sitio 3, aumentando a sua toxicidade. Esse fendmeno sugere um papel funcional
potencial para proteinas de baixa ou nenhuma toxicidade presentes no veneno,

justificando sua existéncia.

Estas moléculas desprovidas de toxicidade detectavel, porém de grande
semelhanca com as neurotoxinas também estdo presentes no veneno. A importancia
funcional e a conservagdo de tais moléculas de pouca ou nenhuma atividade téxica
ainda n3o s3o questdes resolvidas. (Ab8, Amm8, Ac4, Amm9, TsNTxP). E possivel que
estas possuam, de fato, alvos especificos, porém que ainda ndo foram identificados. E
possivel que estas moléculas atuem sinergisticamente com outros componentes do
veneno, conforme sugerido por (COHEN ET AL. 2006). Outra possibilidade é que os genes
destas proteinas tenham sido mantidos visando a disponibilizagdo de um grande
numero de loci para possiveis mutacdes e duplicagdes, vantajosas para a diversificacdo

do repertdrio de toxinas do animal ao longo da evolugao.

1.2.3. Sintomatologia do Envenenamento

A maior parte dos sintomas do envenenamento é resultante da grande
liberacdo de catecolaminas e acetilcolina, gerada pelo prolongamento e desregulacado
do potencial de acdo provocados pelas neurotoxinas do veneno (REZENDE ET AL. 1996).
Entretanto, parte dos efeitos patoldgicos do veneno, como o perfil inflamatério
estabelecido, ndo é completamente explicada por isso, sendo aventada a participagdo
de outros mediadores, como quininas e citocinas (ANDRADE ET AL. 2007), (PESSINI ET AL. 2006)

e mecanismos (DE MATOS ET AL. 2001) (MEeki ET AL. 2003). E possivel também que
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cardiotoxinas especificas estejam presentes no veneno, sendo em parte responsaveis

diretas pelos efeitos cardiacos observados (TEIXEIRA ET AL., 2001).

Tabela 1: Manifestagdes clinicas mais freqiientes nos acidentes escorpionicos. Adaptado do

website do Ministério da Saude.

CLASSIFICACAO MANIFESTACOES CLINICAS

Leve Dor e parestesia locais.

Dor local intensa associada a uma ou mais manisfestagGes, como
Moderado nauseas, vomitos, sudorese, sialorréia discretos, agitagao, taquipnéia
e taquicardia.

Além das citadas na forma moderada, presenca de uma ou mais das
seguintes manifestagGes: vomitos profusos e incoerciveis, sudorese
profusa, sialorréia intensa, prostragao, convulsdo, coma, bradicardia,
insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar agudo e choque.

Grave

Além da sintomatologia classica descrita na tabela acima, outras condigdes
clinicas também s3o apresentadas em decorréncia do escorpionismo, como
pancreatite (ALMEIDA ET AL, 2002), edema cerebral (RomERO & HERNANDEZ, 2005),
comprometimento renal (ALvez ET AL. 2005) e manifestacbes neuroldgicas severas

(BAHLOUL ET AL. 2005).

1.2.4. Tratamento

O tratamento recomendado para casos de envenenamento escorpionico
consiste na imunoterapia com antiveneno especifico e suporte para resolucdo de

sintomatologia observada (WHO, 2007).

O antiveneno deve ser injetado por via intravenosa e o mais rapido possivel
apos o envenenamento, para obter maxima eficacia (KRriFl ET AL, 2005). O uso de
antiveneno adequado conforme a espécie causadora do acidente, de alta poténcia e

especificidade também sdo fatores determinantes do sucesso do tratamento.
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Varios trabalhos apontam a eficacia da imunoterapia para a neutralizagdo dos
efeitos toxicos do veneno, ao redor do mundo. Na Tunisia, o grupo do Dr. Mohammed
El Ayeb (KRiFI ET AL., 2005), demonstrou neutralizacao eficiente da fracdo tdxica de
Androctonus australis garzonii em coelhos. Estudo anterior com o antiveneno contra o
escorpido Buthus occitanus tunetanus apresentou resultados semelhantes, chamando
atencdo para a importancia da dose apropriada para otimizacdo do tratamento (KRIFI ET

AL., 2001).

Na Turquia, o antiveneno produzido contra o veneno do escorpidao Androctonus
crassicauda foi capaz ndo s6 de neutralizar eficientemente o veneno cognato, mas
ainda o veneno de Mesobuthus eupeus, em camundongos (OzkAN & CARHAN, 2008). Esse
tipo de estudo é extremamente necessario para orientar a escolha do antiveneno

utilizado no tratamento.

O trabalho de Ghalim e colaboradores, em 2000, no Marrocos, demonstrou, em
estudo clinico, a eficiéncia do antiveneno na diminuicdo dos niveis circulantes de
toxinas do escorpido Androctonus mauretanicus mauratanicus e Buthus occitanus
tunetanus e a consequente reducdo da morbidade relacionada. O estudo relaciona a
eficiéncia do tratamento com o tempo decorrido do envenenamento até o
tratamento, chamando a atenc¢do para a importancia de um atendimento répido e a

dose adequada de antiveneno administrada.

Na Arabia Saudita, o relato dos 12 anos de experiéncia com a soroterapia foi
feito por Hamed e colaboradores, em 2001. A analise de mais de 3000 casos de
envenenamento com os escorpides Leiurus quinquestriatus quinquestriatus e
Androctonus crassicauda tratados com antiveneno demontrou reducao significativa na
mortalidade (de até 8% a 0,05%) e no aparecimento de sintomalotogia grave,

reduzindo ainda o tempo de permanéncia no hospital.

Mesmo na India, onde o tratamento com drogas para os acidentes com
escorpides prevalece sobre o tratamento com o antiveneno, um estudo com um grupo
de pacientes envenenados com o escorpidao Mesobuthus tamulus demonstrou que o

tratamento com Prazozina, um bloqueador de receptor adrenérgico al, administrada
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simultaneamente com o antiveneno levou a uma recuperagdo mais rapida e eficiente
dos sintomas de envenenamento (7 horas em média) do que o tratamento apenas com
Prazozina (18 horas em média). Este estudo foi conduzido sem nenhum tipo de
financiamento, o que evidencia a falta de interesse da comunidade cientifica em

buscar tratamentos melhores e mais eficientes (BAWASKAR & BAWASKAR, 2011).

No Meéxico, a ampla utilizacdo de antiveneno especialmente desenvolvido
(ALACRAMYN ou agente faboterapico) como tratamento para casos de escorpionismo
reduziu as mortalidades decorrentes do envenenamento por Centruroides

dramaticamente (PossANI, 2000).

No Brasil, Revelo e colaboradores, em 1996, também demonstraram, através
de estudos de biodistribuicdo do veneno, inoculado sozinho ou em conjunto com o
antiveneno, que o soro é capaz de reduzir as concentragdes circulantes do veneno.
Apesar de ndo conseguir reverter os quadros mais graves de envenenamento, sendo
necessario um tratamento mais agressivo da sintomatologia nesses casos, o uso do
soro antiescorpionico seria importante para impedir o estabelecimento desses
sintomas graves, donde a importancia da sua administracao precoce. Estudos clinicos
conduzidos no estado de Minas Gerais, utilizando soro especifico para o género Tityus
produzido na fundacdo Ezequiel Dias, apontam para a sua eficdcia na reversao dos

sintomas, quando utilizados em casos graves de envenenamento (GUERRA ET. AL., 2008).

Apesar das diversas evidéncias, ainda ha controvérsias a respeito da real
eficacia clinica dos antivenenos para o tratamento de envenenamento escorpionicos,
suscitando muitas discussdes acerca do assunto (BOYER, ALAGON, & THEODOROU, 2009). Um
estudo clinico randomizado, conduzido por Abroug e colaboradores, em 1999, nao
conseguiu atestar o beneficio na administracdo do antiveneno, independente da
gravidade dos sintomas. Este estudo, porém, contou com numero limitado de
pacientes em estado grave, o que torna dificil tirar conclusGes definitivas a este
respeito. Uma amostragem maior é ainda necessaria para confirmar esses resultados.
O estudo baseado em evidéncias de Foex & Wallis, 2005, mostra que, apesar de haver
bons indicios de que o antiveneno é capaz de reduzir as concentracdes séricas do

veneno, ainda ndo é claro se este tratamento é capaz de efetivamente melhorar o
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estado clinico final do paciente. Bawaskar, em 2005, atesta que a soroterapia nao é
mais recomendada como o principal tratamento nos casos de envenenamento com o
escorpidao Mesobuthus tamulus, uma vez que ndo foi observado benéficio na sua

administracao.

As diferengas na composicdo e poténcia do veneno dos diferentes escorpides,
bem como a disparidade na qualidade dos antivenenos produzidos tornam dificil
qualquer generalizacdo sobre a eficacia do tratamento pela soroterapia. Além disso, as
varias espécies de escorpido ocasionam sintomatologias diversas, contra as quais o
tratamento com o soro alcancga niveis diferentes de éxito, sendo dificil uma conclusao
geral acerca do assunto. (BOYER ET AL., 2009). Estudos clinicos randomizados Uteis a
comprovar definitivamente a eficacia da soroterapia s3ao escassos, geralmente
incompletos e pobres em sua argumentacdo (CHIPPAUX, 2010), sendo necessario um
maior esforco da comunidade cientifica no sentido de realmente validar essa

abordagem.

Além do tratamento com o antiveneno, suporte as fungdes vitais, com oxigénio,
reposicdo de volume e monitoramento dos parametros hemodinamicos sdo
recomendados. O tratamento da sintomatologia, ja estabelecida por meio de outras
drogas, deve ser feito apenas por profissionais da saude qualificados e apds andlise
cuidadosa do paciente, devido a complexidade dos mecanismos envolvidos na
sindrome do envenenamento. O uso de outros medicamentos como anti-hipertensivos
(Prazozina, Captopril e outros) podem gerar resultados satisfatérios em quadros de
acometimento cardio-respiratdrio (BASWASKAR AND BASWASKAR, 2000), (KRISHNAN ET AL., 2007).
A coadministracdo de anticonvulsivantes, antieméticos, antipiréticos e analgésicos é

recomendada para a reversdo dos sintomas ja estabelecidos.

Reagdes adversas, reportadas anteriormente com certa frequéncia em
decorréncia do tratamento com imunoterapicos, como a anafilaxia e a doenca do soro,
ndo sdo muito observadas no tratamento do envenenamento escorpibnico. Além de
atualmente serem utilizados antivenenos de melhor qualidade e o tratamento prévio
com anti-histaminicos dos pacientes que venham a receber o soro (FUKUHARA ET AL. 2003)

se mostrar eficaz, no caso particular do veneno escorpibnico, o alto nivel de
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catecolaminas circulantes devido ao envenenamento atua como profilaxia natural,

prevenindo a reacdo anafilatica contra o soro administrado.

1.2.5. Producgdo do Soro Anti-escorpiénico

Desde que Calmette, Phisalix e Bertrand observaram, no final do século XIX,
gue animais imunizados com toxinas produziam anticorpos contra essas substancias e
gue esses anticorpos poderiam ser Uteis na neutralizacdo do veneno de animais
peconhentos em acidentes humanos, este protocolo tem sido amplamente utilizado
para o desenvolvimento de antidotos para tratamento dos casos envenenamento

(REVISADO POR ESPINO-SOLIS, 2009).
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Figura 8: Marcos no desenvolvimento de antivenenos. Acima da linha do tempo sdo
mostrados os marcos do desenvolvimento dos antivenenos e abaixo da linha estdo destacados
os avangos da ciéncia que permitiram tal desenvolvimento. (retirado de ESPINHO-SOLIS ET

AL.,2009)

Os antivenenos sdo feitos a partir do plasma de animais hiperimunizados com
um ou mais venenos contra os quais se deseje obter a neutralizagcdo. A chamada 12
geracdo de antivenenos utilizava o soro hiperimunizados bruto. A partir do fim da
década de 30, as imunoglobulinas, agentes responsdveis pela neutralizacdo efetiva do
veneno, passaram a ser extraidas do soro,através de purificacdes ou precipitacdes com
sulfato de aménio ou acido caprilico, constituindo uma 22 geracdo de antivenenos a

partir do plasma fracionado. Este produto mais “limpo” é livre de outras moléculas do
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soro que, além de ndo contribuirem para a neutralizacdo, podem gerar reacOes
anafilaticas no paciente. Esta preparagdo é ainda utilizada até os dias atuais. O
processamento das imunoglobulinas, através da clivagem de sua porgdao Fc,
separando-a de sua porcdo de efetiva ligacdo ao antigeno, a Fab, refinou ainda mais a
preparacao dos antivenenos, constituindo a sua 32 geracdo. Outras preparacdes feitas
a partir dos fragmentos de imunoglobulinas, anticorpos recombinantes, monoclonais e
a produgdo em animais de outras espécies que apresentem imunoglobulinas
peculiares tém sido estudados, constituindo a possibilidade de uma futura 42 geracao

de medicamentos.

Os grandes avancos na producdo do antiveneno nos Uultimos 20 anos
contrastam com o fato de que a obtencdo da matéria prima a partir da qual essas
preparacdes sao manufaturadas, continua sendo feita da mesma maneira proposta por
Calmette, em 1894: a hiperimunizacdo de animais de grande porte com um ou mais
venenos de interesse médico. Isso atesta o sucesso e eficiéncia da metodologia,
demonstrando que anticorpos neutralizantes eficazes podem ser obtidos desta
maneira. Porém é preciso levar em consideracdo os problemas decorrentes desta

pratica.

O animal produtor recebe inje¢des de material extremamente toxico, e mesmo
gue adjuvantes tenham efeito detoxificante sobre a mistura, as repetidas doses fazem
com gque o animal sofra com os sintomas do envenenamento. Os animais utilizados na
producdo de antivenenos possuem salde extremamente debilitada e expectativa de
vida reduzida (CHIPPAUX & GOYFFON, 1998), (GAZARIAN ET AL. 2005), 0 que levanta importantes

questdes bioéticas a respeito da produgao dos antivenenos.

Além dessa questdo importante, outros problemas incorrem da utilizagdo dos
venenos brutos para a imunizagao. Em alguns casos, a disponibilidade de veneno para
a imunizacdo é escassa, como no caso das serpentes do género Micrurus, que ndo sdo
facilmente mantidas em cativeiro, além de ndo disponibilizarem grandes quantidades
de veneno. Os aracnideos sdo animais de pequeno porte, sendo necessaria a criagcdo
de uma grande quantidade destes animais para se obter a quantidade necessaria de

veneno para imunizacgao.
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Conforme descrito, os venenos sdo misturas complexas de varios compostos,
sendo muitos deles insignificantes para o efeito téxico do veneno. Porém, por se tratar
de material exdgeno, estes compostos ndao toxicos também incitariam a produgdo de
anticorpos contra eles no animal produtor, gerando um efeito de diluicdo dos
anticorpos realmente importantes para a neutralizacdo do efeito téxico no produto
final (MARIA ET AL.,, 2005). A eficiéncia dos componentes do veneno em incitar uma
resposta imunoldgica satisfatéria é variada. Deste modo, toxinas de alta poténcia,
porém menos imunogénicas terdo menos anticorpos dirigidos a elas no soro final
obtido, comprometendo a poténcia do soro. Muitas vezes, os componentes mais
téxicos dos venenos representam apenas uma infima parte de sua composi¢ao total,
também comprometendo a geracdo de anticorpos contra eles ( MARTIN-EAUCLAIRE ET AL.,
2006). Além disso, alguns componentes do veneno podem afetar o sistema imune do
animal, prejudicando a resposta e produzindo soros de menor poténcia (PETRICEVICH,

2010).

Desse modo, esforcos cientificos no intuito de desenvolver imundgenos mais
eficientes e menos agressivos para o animal produtor, sdo de grande interesse. Mesmo
gue nenhum destes estudos tenha prosseguido até a realizacdo de testes clinicos,
imundgenos alternativos, como peptideos sintéticos, anatoxinas, toxinas
recombinantes e mesmo as proprias toxinas escorpidnicas detoxificadas, vém sendo
propostos ao longo dos Ultimos anos (SHINNICK ET AL., 1983), (CALDERON-ARANDA ET AL., 1995),

(KHARRAT ET AL., 1997), (DEVAUX ET AL., 1997), (CHAVEZ-OLORTEGUI ET AL., 1997), (SRAIRI-ABID ET AL.,

2000), (MENDES ET AL., 2008).

O uso de peptideos sintéticos como imundgenos para a produgao de
antivenenos apresentam certas vantagens sobre o uso do veneno total e de suas
toxinas purificadas. Trata-se de um imundgeno completamente desprovido de
toxicidade (BAHRAOUI ET AL., 1996), (DEVAUX ET AL., 1996), que possui custo razodvel e que
permite o controle de qualidade producdao, com seguranca e alto grau de pureza
(HUNEN ET AL., 2007). Além disso, os peptideos sintéticos ddo origem a um antiveneno
mais homogéneo, uma vez que este ndo estaria sujeito a variacdo intraespecifica de

composicdo observada no veneno bruto (CHAVEZ-OLORTEGUI, 1997).
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Para que estas novas alternativas possam chegar a fase de testes clinicos e
alcangar uma aplicagao direta na produgao de antivenenos, é importante um estudo
mais cuidadoso da imunologia envolvida, obtendo-se informacdes sobre a estrutura e
antigenicidade das principais proteinas presentes no veneno e dos imundgenos
derivados destas, e sobre as propriedades dos anticorpos originados contra eles
(CALDERON ARANDA, 1995). Com isso, além de uma melhoria nas condi¢cbes de vida do
animal produtor, serd possivel a produgao de imunoglobulinas mais especificas e de
maior afinidade, direcionadas de fato para a neutralizacdo dos agentes responsaveis

pelos efeitos téxicos do veneno.

Em 2001, foi realizado um encontro mundial, promovido pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), para discutir a padronizacdo e controle da producdo dos
antivenenos. Foi consenso geral que o método de producdo, apesar de contar com
algumas melhorias nos protocolos de purificagdo e inativacdo viral, necessita de maior
atencdo por parte dos pesquisadores para que outras etapas deste possam ser
melhoradas (THEAKSTON ET AL. 2003). As inovagdes propostas, no entanto devem ser bem
testadas e justificadas, para que nao haja um aumento desnecessario no custo de

producao (KRIFIET AL, 1999).

Outro encontro mundial promovido pela Organizagao Mundial de Saude
visando propostas para a melhoria da qualidade e aumento da producdo de
antivenenos ofidicos e escorpionicos de maneira global se deu em Genebra, em 2007
(WHO, 2007). Neste encontro, varios pontos importantes para a produgdo e uso efetivo
de antivenenos foram ressaltados. Dentre os problemas apresentados estdo a
produgdo inferior a demanda mundial; o alto prego dos produtos finais; a distribuigdao
errada e ineficiente do medicamento; a falta de instalagdes adequadas para o
atendimento dos acidentes nas regides mais endémicas; o falta de treinamento dos
profissionais da saude para o atendimento dos casos de envenenamento; o uso
equivocado de antiveneno especifico para determinado veneno para tratamento de
outra espécie, sem que haja estudo que ateste a reatividade cruzada entre eles; a falta

de regulagao, controle de qualidade na produgao e biosseguranga do produto.
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1.2.6. Aplicagées Biotecnoldgicas do Veneno de Escorpidio

O estudo do veneno escorpibnico, além de sua evidente relevancia médica, é

de grande importante biotecnoldgica.

Pequenos peptideos presentes no veneno escorpidnicas podem ser de grande
interesse para a criagao de novas drogas, servindo como moldes tridimensionais para
pequenas moléculas que possuam propriedades farmacoldgicas interessantes (HARVEY

ET AL., 1996), (CHONG LI ET AL., 2008).

As neurotoxinas constituem excelentes ferramentas para a investigagao da
funcdo de canais i6nicos, devido a interacdo forte e especifica existente entre este par.
Assim, é possivel estudar a influéncia dos canais em diversas circunstancias fisioldgicas
e patoldgicas do organismo. As toxinas auxiliam ainda na elucida¢do da correlagdo
entre estrutura e funcdo dos canais i6nicos e seu mecanismo de a¢do (CATTERALL ET AL.,

2007).

O canal para potassio dependente de calcio de alta condutancia (BKca) esta
diretamente envolvido na broncoconstricdo e broncodilatagdo. O veneno escorpidnico
possui toxinas que bloqueiam este canal, como a Caribdotoxina, do escorpido Leiurus
quinquestriatus quinquestriatus, e sdao ferramentas Uteis para o estudo da acdo de
broncodilatadores utilizados em casos de asma, ajudando a melhorar o tratamento
existente e propor novas abordagens para esta e outras doengas respiratorias (ROGERS

ET AL., 1996).

As toxinas escorpidnicas podem ainda ter efeito analgésico, ocasionando anti-
hiperalgesia periférica, através da modulacdo de canais para sédio no nociceptor

(WANG ET AL., 2000).

Outra importante aplicagdo biotecnolégica para o veneno de escorpidao é a
utilizacdo das suas inseto-toxinas, que possuem alta especificidade para canais iGnicos
de invertebrados e sdao indcuas para mamiferos, como moldes para o desenvolvimento
de inseticidas. O uso intensivo de inseticidas classicos induziu a resisténcia de diversas
espécies de inseto a estas substancias, tornando necessdria a sua substituicdo por

novas formulagGes mais eficientes (ZLOTKIN ET AL., 2000).
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1.3. Toxinas estudadas

Compreender a relacdo estrutura-antigenicidade nas toxinas de escorpido para
canais para sodio voltagem dependentes constitui um desafio, uma vez que estas
demonstram uma grande diversidade antigénica, apesar de sua grande homologia

estrutural.

Dentre os milhares de toxinas existentes nos venenos escorpidnicos, quatro
foram selecionadas para este estudo de epitopos conformacionais, tendo em vista as

suas carateristicas peculiares: TsSNTxP, Amm8, AaH2 e Ts3.

A TsNTxP e a Amm8 sdo “anatoxinas”, ou seja, proteinas presentes no veneno
gue possuem alta similaridade com as toxinas que atuam em mamiferos e no entanto
ndo apresentam toxicidade detectavel nesses modelos. Além disso, essas moléculas
guando utilizadas como imundgenos, sdo capazes de induzir a formacdo de anticorpos
neutralizantes que reagem com outros componentes toxicos do veneno. Essas
propriedades fazem destas “anatoxinas” alvos interessantes para estudos
imunoquimicos, uma vez que podem ser potencialmente utilizadas na produgao do
antiveneno escorpionico, além de serem importantes para a elucidacdo das bases

moleculares que definem a toxicidade das demais moléculas do veneno.

A AaH2 é considerada o arquétipo das a-toxinas classicas e € uma das toxinas
escorpionicas mais bem estudadas. Assim, ha um grande niumero de dados disponiveis
para a comparacdo e validacdo de novos resultados e metodologias. Além disso, um
anticorpo monoclonal altamente neutralizante, mAb 4C1 (BAHRAOUI ET AL., 1988), ja foi
desenvolvido contra essa toxina e também extensivamente caracterizado (MoOUSLIET AL.,
1999),, (JUSTE ET AL., 2007). Essa dupla antigeno-anticorpo torna-se entdo um objeto de
estudo interessante para a validacdo das metodologias de predicdo de epitopos

descontinuos propostas por este trabalho.

O principal responsdvel pelos acidentes com escorpides no Brasil é o
T.serrulatus, sendo esta a espécie mais abundante, mais disseminada e mais letal do

pais. Dentre os componentes do seu veneno, o que apresenta a maior toxicidade é a
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Ts3. Ela é, portanto, um dos principais alvos para a neutralizacdo dos efeitos téxicos do

veneno, sendo importante também o seu estudo.

1.3.1. TsNTxP (“Ts4”)

A TsNTxP (Tityus serrulatus non-toxic protein) é uma “anatoxina” natural
presente no veneno do escorpido Tityus serrulatus, identificada por Chavez-Olértegui
em 1996 a partir de duas cromatografias subsequentes: filtragdo molecular e troca
ibnica. Uma proteina semelhante, diferenciada por apenas uma glicina a menos em seu
C-term e a troca de um acido aspartico por um glutamico na posicao 50, foi identificada

por Marangoni, 1990, mas ndo foi caracterizada.

As diretrizes de nomenclatura atual propdem que a TsNTxP seja referida como
Ts4. Entretanto, o artigo publicado a partir do trabalho desta tese utilizou a
nomenclatura antiga. Dessa maneira, para evitar maiores desentendimentos,

excepcionalmente neste caso, utilizaremos ainda o nome TsNTxP.

GREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSETNKCG

Figura 9: Sequéncia primdria da TsNTxP. As cisteinas estdo destacadas em vermelho.

A TsNTxP é uma proteina bdsica composta por 63 residuos de aminodcidos, que
Ihe confere peso molecular de 6752 Da. Exibe 65% de homologia com a Ts1, 45% com a
Ts3, estando aparentemente mais relacionada com as B-toxinas. Uma regido entre as
posicGes 15-21 apresenta maior carater hidrofdbico, constituindo uma regido de baixa
homologia (CHAVEZ-OLORTEGUI ET AL., 1997). Possui 8 cisteinas que formam 4 pontes
dissulfeto, caracterizando-a como membro da superfamilia de toxinas escorpidnicas

longas de 4 C-C,da subfamilia a, segundo anotacdo do, UniProtKB/Swiss-Prot.

Além de ndo apresentar toxicidade em mamiferos, mesmo quando injetada em
altas doses, a TsNTxP se mostrou capaz de fomentar a producdo de anticorpos que
possuem capacidade neutralizante em relacdo aos efeitos téxicos e letais do veneno
total (CHAVEZ-OLORTEGUI ET AL. 1997). Os anticorpos anti-TsNTxP entdo produzidos, além de
reconhecerem propriamente o veneno total de T. serrulatus e sua fragcdo tdxica em
ELISA, apresentam ligacdo moderada ao veneno de T. cambridgei (recentemente
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renomeado T.obscurus) e T. stigmurus. Além disso, anticorpos anti-TsSNTxP se ligam de
maneira detectdvel a Ts3 e a Tsl, respectivamente a e P toxinas do veneno.
Quantidades equivalentes a 20 DL50 do veneno total de T.serrulatus foram
efetivamente neutralizadas por 1 ml do soro anti-TsNTxP e camundongos imunizados
com esta proteina resistiram a desafio com 4 DL50 da fracdo tdxica do veneno (TsFG50)

(MOREIRA-FERREIRA ET AL., 1998).

A clonagem da TsNTxP foi produzida por Guatimosim et al, em 1999. O gene da
TsNTxP foi isolado a partir de uma biblioteca de expressdo de cDNA da glandula de
veneno do escorpido, com o auxilio deanticorpos anti-TsSNTxP. A sua seqiéncia
nucleotidica foi obtida e revelou a presenca de um peptideo sinal de 19 residuos e
indicou o possivel processamento de duas lisinas na extremidade C-terminal por
carboxipeptidases. A seqliéncia identificada demonstrou alto grau de similaridade com

as seqiliéncias das neurotoxinas de T.serrulatus.

A sequéncia génica da TsNTxP foi clonado em E.coli BL21DE3, fusionado a
proteina ligante de maltose (MBP) para evitar a degradagao citosélica da proteina no
vetor (GUATIMOSIM ET AL. 2000). A proteina recombinante foi expressa e utilizada com
sucesso como imunoégeno em coelhos. Os anticorpos anti-TsNTxP recombinante
demonstraram também possuir reatividade cruzada com diferentes antigenos e

capacidade neutralizante.

O mapeamento de regides epitdpicas lineares da TsNTxP foi realizado, através da
metodologia de SPOT (ALVARENGA ET AL. 2002). Este ensaio revelou trés regides antigénicas
principais nas regidoes N-terminal, central e C-terminal. Peptideos apresentando essas
sequéncias identificadas juntamente com um epitopo predito de Ts3 foram sintetizados,
acoplados ao KLH e utilizados como imundgenos. O soro produzido por estes peptideos
foi capaz de neutralizar 13.5 DL50 por mL. Esse soro também apresentou reatividade
cruzada moderada com o veneno das outras espécies de Tityus relacionadas e ainda

com o veneno do escorpido Centruroides sculpturatus.

Estudos anteriores, utilizando a técnica de radioimunoensaio (RIA),

demonstraram a baixa reatividade cruzada existente entre anticorpos produzidos contra
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uma toxina escorpionica de uma determinada classe especifica e toxinas de outras
classes (DE LIMA ET AL. 1993). Portanto, quando a TsNTxP se mostrou eficiente na produgao
de anticorpos reativos com ambas as classes de toxinas por ELISA, um estudo foi
realizado para entender os mecanismos por tras dessa propriedade (CHAVEZ-OLORTEGUI ET

AL. 2001).

Experimentos de mapeamento de epitopos foram realizados e identificaram
mais uma vez as regioes N-terminal (1-15) e C-terminal (47-61) como sendo antigénicas.
Esses peptideos foram sintetizados e utilizados como imundgenos. Os anticorpos
gerados apresentam capacidade neutralizante contra uma mistura contendo as toxinas
do veneno de T.serrulatus. A identificacdo de residuos criticos dentro dessas regides
demonstrou que varios deles se encontravam conservados nas demais toxinas (Glu 3,
Tyr 5, Asp 8, Asp 50, Trp 55 and Lis 61). Apenas um Unico residuo (Glu 58) demonstrou

ser exclusivo da TsNTxP.

A estrutura tridimensional da TsNTxP foi modelada e os residuos identificados
como antigenicamente importantes estavam expostos na superficie da molécula, sendo
5 deles agrupados na regido dada como sitio de ligacdo ao canal da proteina. Esses
residuos também encontram expostos na superficie da estrutura tridimensional
modelada para as toxinas do veneno de T.serrulatus. E possivel entdo que esses
residuos expostos conservados estejam envolvidos na ag¢do tdxica das neurotoxinas e
sejam eles os responsdveis pelo reconhecimento e conseqiiente neutralizacdo por
anticorpos anti-TsNTxP. Nas toxinas, estes residuos conservados nao seriam tao
imunogénicos quanto na TsNTxP, explicando possivelmente a falta de reatividade

cruzada observada entre anticorpos dirigidos contra as diferentes classes de toxinas.

O residuo aparentemente exclusivo da TsNTxP, Glu58, pode alterar a superficie
eletrostdtica da face correspondente a um provavel sitio ativo das toxinas, através da
carga negativa presente na cadeia lateral deste residuo. As demais toxinas apresentam
cardter positivo nesta mesma regido, sendo esta uma diferenca marcante que pode
explicar a inocuidade desta molécula para mamiferos. Uma vez que linfécitos B e T
expressam canais para sodio, potencialmente susceptiveis a acdo das toxinas

escorpidnicas , pode-se especular que a TsNTxP, por ndo apresentar este efeito,
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conduziria a uma resposta imunoldgica mais eficiente. Essa hipdtese carece ainda de
varioa estudos para a sua confirmagcdo, mas pode ser mais uma possibilidade que

explique a producdo de anticorpos polirreativos pela imunizacdo com esta molécula.

O mapeamento de epitopos da TsNTxP utilizando diferentes modelos animais
(camundongos, coelhos e ovelhas) também demonstrou que, apesar de cada animal
apresentar um padrdo de reatividade diferenciado, as regides N-terminal e C-terminal

sdo fortemente reconhecidas como imunogénicas em todos eles (MENDES ET AL. 2004).

1.3.2. Amm8

A Amm8 é uma “anatoxina” isolada do veneno do escorpidao Androctonus
mauretanicus mauretanicus que, juntamente com o escorpido Buthus occitanus, é
responsavel pela maior parte dos casos de envenenamento no Marrocos, chegando a
mais 40.000 acidentes por ano, segundo dados epidemioldgicos preliminares (GHALIM ET

AL., 2000).

Ela foi isolada através de um screening do veneno de A.mauretanicus
mauretanicus purificado, utilizando soro anti-AaH2, para busca de analogos da a-
toxina (ALAMI ET AL., 2003). Foram identificadas duas fragGes obtidas por HPLC, a partir da
fracdo téxica do veneno purificado em Sephadex G50, reativas por ELISA com o soro
anti-AaH2. Uma das fracdes identificadas foi téxica para camundongos quando
injetada por via intracerebroventricular (DL50 de 11,25 pg/kg) e totalmente
desprovida de toxicidade quando injetada por via subcutdanea (>1mg/animal). Essa
fracdo foi entdo novamente purificada em coluna Mono-Q, levando ao isolamento de
um unico componente, denominado Amm8, que constitui 0,023% do peso seco do

veneno.

O gene da Amm8 foi amplificado a partir do DNA gendmico de A. mauretanicus
mauretanicus e sequenciado (ALAMI ET AL, 2006). A sequéncia nucleotidica do gene da
Amm8 codifica 85 residuos, sendo que destes, 19 fazem parte de seu peptideo sinal.
Além disso, o Ultimo aminodacido da sequéncia é clivado por carboxipeptidases apds a
traducdo. Sua sequéncia madura possui entdo 65 residuos e massa molecular de 7382

Da. Possui 8 cisteinas que formam 4 pontes dissulfeto, caracterizando-a como membro
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da superfamilia de toxinas escorpidnicas longas de 4 C-C. Ela compartilha 88% de
similaridade de sequéncia com a AaH2. Apds andlises de sequéncia de cDNA e da
proteina purificada, concluiu-se que a Amm8 é idéntica ao componente P4, isolado por
Rosso & Rochat em 1985. Estes autores ndo prosseguiram com os estudos desta
molécula, considerando o resultado obtido previamente como um provavel artefato da

estimulagdo elétrica utilizada na extragao do veneno.

LKDGYIVNDINCTYFCGRNAYCNELCIKLKGESGYCQWASPYGNSCYCYKLPDHVRTKGPGRCND

Figura 10: Sequéncia primdria da Amma8. As cisteinas estdo destacadas em vermelho.

Analisando-se os dados de sequéncia, foi verificado que a Amm8 possui um
residuo adicional em seu C-terminal, Asp65, que é incomum na sequéncia de outras a-
toxinas e pode ser responsavel pela falta de toxicidade desta proteina. Esse fen6meno
poderia ocorrer através de impedimento estérico causado pela Asp65 para a ligacdo da
Amm8 no sitio especifico das a-toxinas classicas no canal para sédio voltagem-
dependente. A Amm8 foi entdo modelada para verificar as possiveis alteracOes
estruturais causadas pela presenca deste aminodcido. O modelo demonstrou que,
apesar de ndo gerar grandes alteracGes conformacionais, a presenca da Asp65, por ser
um residuo carregado, altera drasticamente a distribuicdo de cargas, mudando
também o momento dipolar da proteina e possivelmente sua interacdo com o canal
para sédio voltagem-dependente. Este mesmo trabalho de Alami e colaboradores
verificou, através de experimentos de voltage clamp, que a Amm8 se liga
preferencialmente a canais do tipo NaV 1.2 do que a canais NaV 1.4. A Asp65 pode

estar também relacionada a este tipo de seletividade de alvo.

Por ser desprovida de toxicidade e possuir alta similaridade com as principais a-
toxinas, a Amm8 é uma candidata interessante para ser utilizada como imundgeno
para a producdo de anti-venenos. Visando este fim, a Amm8 foi utilizada para imunizar
coelhos . A Amm8 mostrou-se imunogénica, dando origem a um soro com alto titulo
de anticorpos especificos. Ao ser utilizado em RIA, o soro anti-Amm8 apresentou
reatividade cruzada com a Amm5, AaH2, e indicios de interagdao com Lqq5 e Bot3,

demonstrando que ao menos uma por¢ao dos anticorpos gerados contra a Amm8 é
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capaz de se ligar a estas a-toxinas(MARTIN-EAUCLAIRE ET AL., 2006). Além disso, o soro
produzido foi capaz de deslocar a AaH2 ja ligada ao seu alvo, em sinaptossomas de
cérebro de rato, acelerando a dissociacdo do complexo. Em experimentos de
neutralizacdo in vivo, 1ml do soro de coelho produzido foi capaz de neutralizar 10ug de
AaH2, correspondente a 42 DL50, confirmando o potencial desta molécula para
utilizacdo como imundgeno na producdo de antivenenos ou até mesmo na geracdo de

vacinas.

N

Amm VIII

AmmYV

O

53

AaH Il

Figura 11: Estrutura tridimensional modelada das toxinas Amm5, Amm8 e AaH2. As setas
vermelhas indicam o momento dipolar da molécula, que no caso da AmmS8, difere das demais.

(ALAMI ET AL.,2003).

1.3.3. AaH2

A toxina 2 do escorpido Androctonus australis Hector € uma a-toxina classica.
Foi uma das primeiras toxinas a ser extensivamente estudada, sendo considerada
como referéncia para os estudos subsequentes desta familia. Ela apresenta uma das
maiores afinidades detectadas para o sitio 3 de canais para sddio voltagem
dependente, e ¢é extremamente tdxica, com DL50de 25 ng/kg por Vvia

intracérebroventricular e 11 pg/kg por via subcutdnea, em camundongos.
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A AaH2 teve sua sequéncia peptidica elucidada em 1972, por Rochat e
colaboradoses e em 1974, Kopeyan ja havia descrito a disposicdo das pontes
dissulfeto presentes na molécula, que posteriormente serviriam de modelo para as

demais toxinas escorpidnicas de sua classe.

Sua sequéncia nucleotidica codifica 83 residuos, sendo que destes, 19 fazem

parte de seu peptideo sinal, conferindo-a uma massa de 7243.20 Da.

VKDGYIVDDVNCTYFCGRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCHGR

Figura 12: Sequéncia primdria da AaH2. As cisteinas estdo destacadas em vermelho.

Figura 13: Estrutura tridimensional resolvida da AaH2 (PDB: 1AHO). As fitas B estdo

mostradas em amarelo e a a-hélice em rosa.

Sua estrutura tridimensional ja foi elucidada (FONTECILLA-CAMPS ET AL., 1988) e
posteriormente refinada (HousseT, 1994), (SMITH, 1997), sendo a primeira representante
das a-toxinas escorpiOnicas a ter sua estrutura resolvida, confirmando o padrdo de

estrutura do tipo ap.

Uma forma recombinante da AaH2 foi produzido a partir de biblioteca de cDNA
do telson de A.autralis (Boualis ET AL., 1989). Apds a identificagdo de seu gene, este foi

clonado em plasmidio que transfectou células COS-7, de rim de macaco. O analogo
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expresso manteve as mesmas propriedades bioldgicas e imunoldgicas da molécula

nativa.

Outra forma recombinante da AaH2 foi produzida em E.coli, em fusdao com a
MBP. AlteracGes provocadas neste mutante permitiram a elucidacdo de alguns
residuos importantes para a atividade da molécula. A amidagao da H64 e adi¢ao de um
residuo extra, G65, no C-terminal da molécula ndo prejudicou sua atividade, sendo
esta idéntica a forma nativa. Em contraste, a mutagao da K58 para residuos de valina,

isoleucina ou acido glutdmico drasticamente reduziu a atividade da toxina (LEGROSETAL.,

2005).

A literatura a respeito da caracterizacdo imunoquimica desta proteina é
extensa, porém ainda ndo conclusiva. El Ayeb e colaboradores, em 1986, purificaram 5
populacdes distintas de anticorpos dirigidos contra a AaH2 e utilizou-as para estudar a
interacdo da toxina com seu receptor no canal para sodio. Foram identificadas duas
regides antigénicas: uma préxima a regido da ponte dissulfeto 12-63 e uma ao redor
dos residuos 50-59, que parecem estar envolvidas no mecanismo de neutralizacdo,
uma vez que a ligacdo de anticorpos especificos para estas porcbes impediram a

ligagdo da toxina no canal.

Granier, em 1989, compilou os dados existentes na literatura e, a luz na entdo
recém-elucidada estrutura da AaH2, identificou que as regides antigénicas até entdo
mapeadas estariam localizadas em partes expostas da molécula, principalmente nos

loops e parte da a-hélice.

Peptideos sintéticos cobrindo toda a sequéncia da AaH2 foram utilizados para
mapear possiveis epitopos lineares da AaH2 e testados com 5 soro de coelhos anti-
AaH2. Seis regides reativas foram identificadas: aa 1-8, 4-12, 27-35, 39-45, 52-58 e 55-

61 (DEVAUX ET AL., 1993).

A porcdao N-terminal, que se mostrou a mais reativa no trabalho citado acima,
em sua forma sintética solluvel, acoplada a um carreador, foi capaz de incitar a
producdo de anticorpos em coelhos que, além de neutralizar os efeitos téxicos da

AaH2, apresentaram reacdo cruzada com outras toxinas derivadas de escorpides do
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chamado “Velho Mundo”. O soro ndo foi, contudo, capaz de reconhecer toxinas
derivadas dos escorpides do género Tityus e Centruroides, oriundos do “Novo Mundo”

(DEVAUX ET AL., 1996).

Um anticorpo monoclonal de alta poténcia, capaz de neutralizar 32.000 DL50
da AaH2 por mg de imunoglobulina purificada, mAb 4C1, foi desenvolvido contra esta
toxina (BAHRAOUI ET AL., 1988). Algumas tentativas de mapear o epitopo deste anticorpo
foram feitas, revelando tratar-se de epitopo do tipo descontinuo, uma vez que nao foi
possivel observar a ligacdo deste anticorpo com peptideos lineares derivados da
sequéncia da AaH2. Uma série de modificacdes de aminoacidos demonstrou um papel
importante para a Lys58 para a interagao mAb 4C1-AaH2, uma vez que sua biotinilagdao
inibiu fortemente a ligacdo do par. Outros monoclonais ja foram desenvolvidos contra
a AaH2, utilizando um andlogo ndo téxico desta proteina, porém estes anticorpos

apresentaram menor poder neutralizante (DEVAUX ET AL., 1997).

Derivados do mAb 4C1 foram gerados e reproduziram suas propriedades
neutralizantes. A regido varidavel desse anticorpo foi clonada a partir do cDNA dos
hibridomas e foram expressos como cadeia Unica, scFV. Esses fragmentos sdo
interessantes por serem menos imunogénicos e se difundirem com mais facilidade
guando inoculados . Este fragmento foi ligado em tandem com outra scFV derivada do
monoclonal 9C2, dirigido contra a toxina AaH1, gerando uma molécula biespecifica,

capaz de proteger animais do envenenamento (JUSTE ET AL., 2007).

1.3.4. Ts3

A Ts3 é uma toxina do tipo a classica, presente no veneno do escorpido Tityus
serrulatus. Ts3 foi a primeira toxina purificada a partir do veneno bruto de T.
serrulatus (CouTINHO-NETO, 1975). Algumas nomenclaturas foram anteriormente
utilizadas para se referir a esta mesma toxina, como TsTX, Tityustoxin, TsIV-5, Ts IV,
alpha-toxin, Toxin-4, Tityustoxin IV, Ts lll e Toxin-3 (COLOGNA ET AL., 2009). Neste

trabalho, utilizaremos a nomenclatura recomendada por (KING ET AL., 2008).
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KKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDSEPTKTNGKCKS

Figura 14: Sequéncia primdria da Ts3. As cisteinas estdo destacadas em vermelho.

Sua sequéncia nucleotidica contém 80 residuos, sendo que destes, 13 fazem
parte de seu peptideo sinal. Além disso, os ultimos trés aminodcidos da sequéncia sdo
processados apods a traducdo. Sua sequéncia madura possui 64 aminodacidos (MARTIN-
EAUCLAIRE ET AL., 1994), peso molecular de 7447.42 Da (PIMENTA ET AL., 2001) e suas cisteinas
formam 4 pontes dissulfeto, caracterizando-a também como membro da superfamilia
de toxinas escorpidnicas longas de 4 C-C. Seguindo o padrdo das toxinas para canais
para sodio voltagem-dependente, possui estruturas secundarias BaBp interconectada
por loops varidveis. Sua estrutura terciaria ainda ndo foi determinada, mas devido a
similaridades de sequéncias e a conservagao observada para toxinas escorpibnicas
para canais para sodio voltagem-dependente, através de ferramentas de

Bioinformatica, a estrutura tedrica da Ts3 pode ser modelada com certa confiabilidade.

Um mecanismo de ac¢do da Ts3 em canais para sodio voltagem-dependente foi
proposto pelo grupo do Prof. Paulo Sérgio Beirdo, que publicou uma série de trabalhos
nessa linha (CAMPOS ET AL., 2004), (CAMPOS ET AL.,2006), (CAMPOS ET AL., 2008). O grupo sugere
um modelo cinético no qual os canais para sédio voltagem-dependente possuiriam
duas conformagdes diferentes para seu estado aberto: uma conformagao na qual o
processo de inativacdo procederia de maneira lenta (O1) e outra a partir da qual a
inativacdo ocorreria rapidamente (02). Ao se ligar no sitio 3 do canal para sddio
voltagem-dependente, a Ts3 bloquearia o movimento do segmento S4 do dominio IV,
gue atua como o sensor de voltagem do canal, travando a sua transi¢ao para o estado
aberto de inativacdo rapida (02). Desta maneira, a inativacdo normal do canal seria
prejudicada, podendo ocorrer apenas a partir da conformacdo que gera inativacao

lenta (O1), aumentando o tempo em que o canal permanece aberto.

Ao ser inoculada em mamiferos, a Ts3 provoca a liberacdo de
neurotransmissores como catecolaminas e acetilcolina (LIMA & FREIRE-MAIA, 1977), (GOMEZ
ET. AL., 1995), (CLEMENTE ET. AL, 2002) e também afeta a liberacdo de GABA, glutamato e

aspartato tanto in vivo quanto in vitro (MASSENSINI ET. AL., 1998).
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A Ts3 é capaz de causar relaxamento em preparacoes pré-contraidas de corpo
cavernoso humano, através da liberacdo de NO de nervos nitrérgicos. Este efeito foi
inibido pela tetrodotoxina e potencializado pelo inibidor de fosfodiesterase 5,
Sildenafil. Esta propriedade da Ts3 sugere que ela seria aparentemente a responsavel
pelo priapismo observado em alguns casos de envenenamento. Essa propriedade faz
dela um importante alvo de estudo tanto para o entendimento e tratamento do
priapismo no envenenamento, quanto para o desenvolvimento de farmacos para
tratamento da disfuncdo erétil, através da modulacdo de canais para sédio voltagem-

dependente (TEIXEIRA ET AL., 2004).

A Ts3 é a toxina mais potente do veneno de T.serrulatus quando injetada por
via subcutanea, a via natural de inoculagdo do veneno pelo escorpido (DE LIMA ET AL.,
1986), sendo um alvo importante para estudos imunoquimicos que visam a
neutralizacdo do veneno de T.serrulatus. Alguns trabalhos do nosso grupo mapearam
os epitopos lineares desta toxina com diferentes soros, através da técnica de SPOT

(ALVARENGA ET AL., 2002), (MACHADO-DE-AVILA ET AL.,2004) , (MARIA, 2005).

O mapeamento de epitopos lineares da Ts3 a partir de soro de coelho
imunizado com Ts3 purificada foi realizado por Alvarenga e colaboradores, em 2002,
através da técnica de SPOT. A regido C-terminal apresentou maior reatividade, e o
peptideo composto pelos residuos 50 a 64 (LPDSEPTKTNGKCKS) foi sintetizado e
utilizado para imunizar coelhos, juntamente com outros peptideos provenientes da
TsNTxP. O soro anti-peptideo produzido se mostrou capaz de neutralizar
eficientemente a fracdo toxica do veneno de T.serrulatus (13,5 DL50 da fracdo toxica

neutralizadas por 1 ml de soro anti-peptideo).

A imunizacdo de camundongos Balb/c e C57/bl10 com a fragdo tdéxica do
veneno de T.serrulatus (TsFG50), detoxificada pela sua conjugacdo com albumina
bovina via glutaraldeido, foi realizada por Machado e colaboradores em 2004. Os
camundongos imunizados foram capazes de resistir a um desafio com uma dose
correspondente a 2 DL50 da prépria TsFG50 e esse efeito protetor persistiu até 9
semanas apdés a ultima dose dada aos animais. Os anticorpos potencialmente

neutralizantes, presentes no soro dos animais imunizados, tiveram seus epitopos
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lineares caracterizados pela técnica de SPOT, utilizando as sequéncias das toxinas Ts1,
Ts2 e Ts3. Tanto o soro dos camundongos Balb/c quanto de C57/bl10, apesar de
apresentarem titulos de anticorpos diferentes, reagiram com os mesmos spots,
correspondentes a uma regido central da Ts3 (WNYDNAYCDKLCKDK) e com a sua
porcdo C-terminal (GLPDSEPTKTNGKCK).

Um estudo de mapeamento de epitopos lineares da Ts3, bem como de outras
toxinas de T. serrulatus, semelhante foi realizado por Maria e colaboradores, porém
utilizando soros de cavalo hiperimunizados apresentando diferentes poténcias
neutralizantes, na tentativa de relacionar o poder de neutralizacdo dos soros com
determinados epitopos. Uma vez estabelecida tal correlagdo, seria possivel substituir
os testes de poténcia na producdo comercial de antivenenos que, em sua forma
atualmente utilizada, implica no sacrificio que um grande ndmero de animais.
Infelizmente, o estudo ndo foi capaz de estabelecer uma correlacdo satisfatéria entre
poténcia e epitopos determinados. Entretanto, foi possivel mapear algumas regides
reativas na por¢cdo N-terminal (KKDGYPVEYDMCAYI), central (WNYDNAYCDKLCKDK) e
C-terminal (GLPDSEPTKTNGKCK) da Ts3, sendo os dois ultimos idénticos as regides
mapeadas no trabalho de Machado em 2004. As duas primeiras regides demonstraram
uma tendéncia a serem mais reativos em soros de alta poténcia, apesar de correlacao

estatistica ndo ter sido estabelecida.

A forma recombinante de Ts3 foi produzida pelo grupo do Prof. Evanguedes
Kalapothakis, sendo dissertacdo de mestrado de Anderson Oliveira do Carmo (2011). O
gene da Ts3 ja havia sido anteriormente clonado a partir do cDNA por Corona et al.,
1996, revelando a presenga de um intron, interrompendo a regido codificadora. A
sequéncia nucleotidica da Ts3 madura foi amplificada e clonada nos vetores de
expressao bacteriana pET26b. Apds a clonagem, o vetor pET26/Ts3 foi expresso em E.
coli Origami-DE3e. A proteina produzida, Ts3r foi purificada em coluna de niguel e foi
testada em injegao subcutanea em camundongos, porém nao apresentou nenhuma
atividade farmacoldgica. A Ts3r foi entdo utilizada para imunizar coelhos. Mesmo apds
seis doses, apesar de apresentar reatividade por ELISA contra o veneno total, o soro

produzido ndo foi capaz de neutralizar o veneno de T. serrulatus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Mapear e caracterizar epitopos descontinuos de toxinas para canais para sodio e
de anatoxinas que induzem a resposta de anticorpos capazes de neutralizaro veneno

de escorpides de importancia médica no Brasil e no mundo.

2.2. Especificos

2.2.1. Mapear possiveis epitopos descontinuos da TsNTxP (Tityus serrulatus), pela
construcdo de diepitopos em membrana de SPOT, segundo modificacdo proposta por

(REINEKE ET AL., 2000).

2.2.2. Predizer possiveis regides epitopicas a partir da estrutura resolvida ou
modelada das seguintes proteinas: Ts3 (Tityus serrulatus); Amm8 (Androctonus
mauretanicus mauretanicus); e AaH2 (Androctonus australis) utilizando a ferramenta

de bioinformatica PEPOP.

2.2.3. Desenhar peptideos que mimetizem as possiveis regides epitopicas preditas

nas proteinas escorpibnicas citadas, utilizando o PEPOP.

2.2.4. Sintetizar os peptideos desenhados em membranas pela técnica de SPOT.

2.2.5. Testar as membranas com anticorpos neutralizantes dos venenos cognatos

para a identificacdo de epitopos.

2.2.6. Sintetizar os epitopos identificados por sintese quimica de peptideos em fase

solida.

2.2.7. Caracterizar os epitopos antigenicamente e imunogenicamente;

2.2.8. Verificar o potencial de neutralizacdo in vivo em animais imunizados com os

epitopos sintéticos.
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2.2.9. Verificar o potencial de neutralizagdo in vitro do soro dos animais imunizados

com os epitopos sintéticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Proteinas escorpionicas mapeadas

Para o mapeamento de epitopos conformacionais, foram escolhidas proteinas
do veneno de escorpies de maior relevancia médica no Norte da Africa e no Brasil. As
proteinas escolhidas foram aquelas responsaveis pela maior parte da toxicidade do
veneno (AaH2 e Ts3) e aquelas que, apesar de ndo toxicas para mamiferos,
apresentaram potencial para desenvolver anticorpos neutralizantes contra o veneno

total (Amm8 e TsNTxP).

As estruturas primarias das proteinas escolhidas foram obtidas a partir do
banco de dados UniProtKB (AaH2 - P01484; Amm8 - Q7YXD3; TsNTxP - 077463; Ts3 -
P01496)

A estrutura tercidria da AaH2 foi obtida no PDB (1AHO). Para as proteinas que
ndo possuiam suas estruturas tridimensionais resolvidas, foi feita a modelagem por
homologia. O modelo para a proteina Amma8 foi criado a partir da estrutura resolvida
da AaH2 citada acima e os modelos para as proteinas TsNTxP e Ts3 foram criados a
partir da estrutura resolvida da Ts1 (PDB: 1INPI). A modelagem foi feita utilizando o

software Modeler 8v1 (SALI & BLUNDEL, 1993).

3.2. Purificagdo da Ts3

3.2.1. Gel Filtragdo em Coluna Sephadex G50

A separacdo do veneno de Tityus serrulatus foi realizada manualmente. Foram
dissolvidos 100 mg do veneno em 2,5 ml de acido acético a 30% e centrifugado a
15.000G por 30 minutos a 4 graus. O sobrenadante foi recuperado e injetado em uma
coluna de Sephadex G50 (1m x 2,5 cm). Como eluente, foi utilizada uma solucdo de
acido acético 0,1M a um fluxo de 20 ml por hora Foram coletadas fracdes de 6ml ea

deteccdo dos picos foi feita pela leitura da absorbancia a 280nm das fracGes coletadas

-51-



» MATERIAIS & METODOS

3.2.2. Fase Reversa em Coluna C18

Para a separacdo das toxinas presentes na fracdo toxica purificada por gel
filtracdo em Sephadex G50, foi feita uma cromatografia de fase reversa em coluna C18.
Foram aplicados 400 ug do pico Il da gel filtragcdo. Apds lavagem da coluna com agua —
TFA 1%, foi feito um gradiente de 20% de acetonitrila até 80% em 60 minutos.O fluxo
utilizado foi de 1ml/min e a detecdo dos picos foi feita a 216nm. Os picos coletados

manualmente e foram posteriormente analisados em espectrometria de massa.

3.3. Predigdo de epitopos conformacionais

3.3.1. Diepitopos

Para simular porcdes descontinuas da molécula da TsNTxP, peptideos
compostos por sequéncias continuas de oito residuos de aminoacidos da porcdo N-
terminal da molécula foram combinados a sequéncias também continuas de oito
residuos da porgdo C-terminal. Foram adicionadas duas glicinas como espacadores
entre cada porg¢do, gerando peptideos de férmula geral (P1)-Gly-Gly-(P2), onde P1
representa um octapeptideo da porgdo N-terminal e P2 um octapeptideo da porg¢do C-
terminal. Para cobrir toda a sequéncia da TsNTxP, as sequéncia das porcdes P1 e P2
foram sistematicamente deslocadas em trés residuos e combinadas entre si, de modo
a gerar todas as combinacdes possiveis entre P1 e P2. Foram geradas 153 combinacdes

diferentes no total (Tabela 2).

3.3.2. Bioinformdtica
3.3.2.1. PEPOP

Para a predicdo por bioinformatica de epitopos conformacionais, foi utilizado o
programa PEPOP (MOREAU ET AL., 2008). O algoritmo utilizado pelo programa é capaz de
identificar segmentos de aminodcidos contiguos que sejam acessiveis ao solvente, a
partir da estrutura tridimensional resolvida ou modelada de uma proteina. Esses
segmentos identificados sdo agrupados de acordo com uma matriz de distancia e

também avaliados quanto a caracteristicas fisico-quimicas comumente presentes em
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interagGes proteina-proteina, como hidrofobicidade, presenca de aminoacidos

especificos e presenca de voltas B.

O programa PEPOP oferece uma ferramenta para o desenho de peptideos que
possam representar as potenciais regides epitopicas preditas a partir dos segmentos
selecionados. Um “segmento de referéncia” entre os agrupamentos previamente
citados é escolhido e outros segmentos sdo adicionados a ele para a formacdo de uma
sequéncia peptidica. O usudrio do programa pode definir a regido da proteina que
deve ser privilegiada nesse processo, o tamanho do peptideo a ser criado, bem como
diferentes métodos de extensdo para criar o peptideo. Os métodos disponiveis para a
geracao de peptideos que mimetizem as possiveis regides epitopicas conformacionais
preditas pelo algoritmo PEPOP, a partir da extensdao de segmentos de referéncia, sdo

enumerados abaixo.

. NEAREST NEIGHBOURS — Ajunta os segmentos mais proximos ao C-terminal do

segmento referéncia (disponivel desde o inicio de 2008).

. OpTIMIZED NEAREST NEIGHBOUR - Ajunta segmentos mais proximos ao C-terminal
do segmento referéncia, mas em uma ordem que faca com que a distancia percorrida

entre os segmentos seja a menor possivel (disponivel desde o inicio de 2008).

. NEAREST FLANKING — Ajunta segmentos tanto do lado C-terminal como do N-
terminal do peptideo de referéncia, alternadamente (disponivel desde o inicio de

2008).

. OPTIMIZED NEAREST FLANKING - Ajunta segmentos tanto do lado C-terminal como
do N-terminal do peptideo de referéncia, alternadamente, mas em uma ordem que
faga com que a distancia percorrida entre os segmentos seja a menor possivel

(disponivel desde o inicio de 2008).

. Ralo DE 10 A — Ajunta segmentos que se encontram num raio de 10 A do
segmento referéncia, considerando a menor distancia entre eles (disponivel desde a

segunda metade de 2008).
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. ADIGAO DE ESPAGADORES — Esse método pode ser combinado a qualquer outro
método de extensdo e consiste na adigdo de aminodcidos extras entre os segmentos
escolhidos para formar o peptideo, visando mimetizar a distancia real entre eles na
estrutura tridimensional da proteina. Pode-se adicionar espagadores seguindo-se duas

abordagens diferentes.

# ALA-Linkers — Acrescenta alaninas entre os segmentos combinados pelas
metodologias citadas anteriormente. O nimero de alaninas depende da distancia

entre os segmentos (disponivel desde a segunda metade de 2008).

# Structural Alfabet (SA) — a partir de uma série de segmentos derivados da
estrutura de uma proteina é criado o seu alfabeto estrutural (ETCHEBEST ET AL.,2005), é
adicionado um ou mais aminodcidos entre dois segmentos como espacador. O
aminodcido escolhido para ser utilizado como espacador é aquele que melhor
favorecera a transicdao e a mimetizagdo da conformagao local existente nos segmentos

na proteina nativa (disponivel desde 2009).

Figura 15: Exemplo de alfabeto estrutural

. SENTIDO DOS SEGMENTOS — Nesse método, o sentido dos segmentos (N-term para

C-term) ndo é levado em consideragdo, sendo que eles podem ser adicionados na
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ordem inversa que se encontram na estrutura primdria, a fim de aperfeicoar o

mimetismo com a estrutura tridimensional (disponivel desde 2009).

. METoDO SHP (“SHORTEST PATH”): a partir de um grupo (regido predita como
potencialmente epitépica ou dentro de area com 10A de raio) de elementos
(segmentos ou aminodcidos individuais), um peptideo é formado pelo menor caminho
entre dois elementos, que inclui a maior parte dos elementos presentes (disponivel

desde 2010).

. METODO TSP (“TRAVEL SALESMAN PATH”): a partir de um grupo (regido predita como
potencialmente epitdpica ou dentro de area com 10A de raio) de elementos
(segmentos ou aminodcidos individuais), o algoritmo matematico do “Viajante de
Comércio” é utilizado para encontrar caminho 6timo entre os elementos (disponivel

desde 2010).

3.3.2.2. EPITOPIA

Para predizer a probabilidade de exposicdo de residuos ao solvente, foi
utilizado o servidor Epitopia (RUBINSTEIN ET AL., 2009), destinado a predizer a natureza
imunogénica de uma proteina. Ele utiliza esquema de aprendizagem do sistema para
classificar aminodcidos individuais da proteina de acordo com o seu potencial de gerar

resposta imune humoral.

3.4. Validacao da predi¢do de epitopos conformacionais por SPOT synthesis

3.4.1. Sintese paralela dos peptideos preditos

Os peptideos preditos como potenciais epitopos conformacionais pelas
metodologias de diepitopos e bioinformatica foram sintetizados em uma membrana
de celulose, de acordo com protocolo descrito por Laune et al. 2002. Peptideos
sobrepostos, cobrindo toda a sequéncia linear das proteinas escolhidas, também
foram sintetizados para a verificacdo da presenca de epitopo lineares. A sintese
paralela de peptideos permite a sintese rapida e eficiente de um grande numero de
peptideos em delimitacbes pontuais, definidas pelo volume de deposicdo de cada
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residuo. Para a sintese, foi utilizado um rob6 (Multipep Automatic Spot Synthetizer —
Intavis, Alemanha) para a deposi¢do de um volume de 0,6 pl de cada aminodcido,
permitindo obter aproximadamente 50 nanomoles de peptideo por ponto na
membrana. O plano de distribuicdo dos aminodcidos bem como a determinagao dos
protocolos dos diversos peptideos foram definidos em programa de computagdo

Multipep.

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

suporte para garantir sua maior mobilidade e a manutenc¢do da sua conformacao.

A sintese dos peptideos iniciou-se sempre pelo C-terminal do ultimo
aminodcido das sequéncias estabelecidas para cada ponto. O grupamento protetor
FMOC, que se encontrava acoplado a funcdo amina da BAla-OH, foi retirado pela
adicao de piperidina 20% em dimetilformamida (DMF). O grupo amino se tornou entao
disponivel para reacdo com o primeiro aminoacido da sequencia desejada a ser
acoplado. A eficiéncia da desprotecdo pode ser monitorada por reacdo com azul de
bromofenol, que apresenta coloracdo azul quando em contato com grupamentos

amina livres e laranja quando esta fung¢do se encontra protegida.

Para a sintese dos peptideos, foram utilizados aminoacidos contendo sua
fungdo amina protegida por um grupamento FMOC e com as diferentes cadeias
laterais de cada aminoacido também bloqueadas devidamente por grupamentos
guimicos adequados. Ao serem acoplados, os aminodcidos tiveram sua funcdo
carboxila previamente ativada por DIPC/HOBT (diisopropilcarbodiimida /
hidroxibenzotriazol. Estes ativadores propiciam um rendimento de ligacdo variando de
74-87% por ciclo. Os aminoacidos ativados foram entdo depositados em seus pontos
especificos sobre a membrana. Para cada aminoacido, foram realizados dois ciclos de

acoplamento. As aminas que por ventura permaneceram livres apds os ciclos de
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acoplamento foram acetiladas com anidrido acético 10% em DMF, a fim de evitar

reacOes colaterais com os aminodcidos posteriormente adicionados.

Em um proéximo ciclo, o grupo protetor FMOC do aminoacido recém-acoplado
foi eliminado em meio basico pela piperidina a 20%. A membrana foi lavada com
metanol e, apds secagem desta, foi iniciado um novo ciclo de acoplamento com o
segundo aminoacido. Os ciclos se sucederam desta forma até completar a sequéncia

do peptideo desejado.

Ao final da sintese, os grupos laterais protetores dos aminoacidos foram
retirados pelo tratamento da membrana com 4cido trifluoracético (TFA) associado a

diclorometano e trietilsilano.

3.4.2. Imunoensaio

As membranas contendo os peptideos sintéticos correspondentes aos epitopos
conformacionais preditos foram primeiramente testadas contra os anticorpos
secunddrios utilizados para a revelacdo da reacdo, de modo a detectar possiveis
reacGes cruzadas. O protocolo foi otimizado individualmente em cada caso, para

minimizar reagdes inespecificas.

ApOs estes testes, as membranas foram entdo utilizadas para a verificagdo da
interacdo real entre os peptideos sintetizados e seus anticorpos especificos. Foram
utilizados apenas anticorpos capazes de neutralizar a ag¢dao téxica de venenos

escorpionicos.

Para as proteinas dos escorpides do Norte da Africa, foram utilizados o
anticorpo monoclonal 4C1, dirigido contra a toxina AaH2 (BAHRAOUIET AL. 1988), e soros
de coelho neutralizantes contra a toxina AaH2 e contra a proteina Amm8. Estes soros
foram preparados segundo (MARTIN-EAUCLAIRE ET AL., 2006), gentilmente cedidos pela Dra.
Marie France Martin-Eauclaire (Faculté de Medécine, Université de la Méditerranée,
Marseille, Franca) e tiveram ainda seus anticorpos policlonais purificados por

cromatografia de afinidade em Sepharose 4B conjugado a proteina A, seguindo-se as
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intrucdes do fabricante (GE Healthcare Life Science). Para as proteinas do escorpido
T.serrulatus, foram utilizados soros neutralizante de diferentes animais produzido em

nosso laboratério segundo (CHAVEZ-OLORTEGUI ET AL., 2001).

Inicialmente, as membranas foram lavadas trés vezes com tampdo TBS pH 7.4 e
entdo saturadas em solucdo contendo 1ml de tampao de bloqueio e 0,5g de sacarose,
em 20ml de tampdo TBS — Tween 0,1%, overnight. A membrana foi lavada em tampao
TBS - Tween 0,1% e incubada com o soro ou anticorpo a ser testado, diluido na mesma
solugdo utilizada na saturacdo, durante 1h e 30 min & 37°, sob agitacdo constante.

Apds a incubacdo, a membrana foi lavada com TBS-Tween 0,01% por 10 min.

3.4.3. Revelagdio

3.4.3.1. Fosfatase alcalina

O anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina, diluido 1:4000 em tampao
de saturagdo, foi incubado com a membrana por 1h a 37°. Apds nova lavagem com TBS
— Tween 0,1% e mais duas lavagens com CBS pH, 7 por 10 minutos sob agitacdo a
temperatura ambiente, foi adicionado o substrato contendo MTT-BCIP (Sigma) e apds

20 minutos de revelagdo os spots reativos foram definidos.

3.4.3.2. ECL

O anticorpo secundario ligado & peroxidase, diluido em tampdo de saturagao,
foi incubado com a membrana por 1h a 37°. Apds nova lavagem com TBS — Tween
0,1%,foi utilizado o kit Enhanced Chemiluminescence Imunoblotting (GE), segundo as

especificacdes do fabricante, para a detec¢ao dos spots reativos.

3.4.4. Quantificagdo

Em ambos os protocolos de revelacdo, o resultado final foi registrado,
escaneando-se ou fotografando a membrana revelada pela fosfatase alcalina ou o

filme resultante da relevacdo por ECL. A imagem gerada foi entdo analisada utilizando-
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se o software Imagel, que quantifica os pixels presentes em uma area definida pelo

usuario.

3.4.5. Regeneracdo da membrana

Para reutilizagcOes posteriores, a membrana foi submetida a um tratamento de
regeneracdo. Foi feito um tratamento com dimetilformamida (DMF), reagente A (uréia
8M, 1% de SDS, 0.1% de 2-mercaptoetanol), reagente B (etanol/agua/acido acético nas
proporg¢des 50:40:10 vol/vol/vol), e metanol para remover os complexos moleculares

precipitadas sobre os peptideos (trés lavagens de 10 min cada)

3.5. ALA-Scan

Uma vez identificado um peptideo reativo na membrana, foram determinados
0os aminodacidos importantes para a ligagao peptideo-anticorpo pela técnica de ALA-
Scan. Este ensaio consiste na sintese de uma membrana de SPOT, conforme descrito
acima, contendo uma série de peptideos cuja sequéncia é derivada da sequéncia de
interesse, sendo cada aminodacido da seqliéncia do peptideo original substituido por
uma alanina. No caso de alaninas presentes na sequéncia inicial, esta é substituida por

uma glicina.

As membranas de ALA-Scan foram submetidas aos mesmos procedimentos
descritos acima, e os aminoacidos importantes para a interacdo antigeno-anticorpo
foram definidos com aqueles cuja substituicdo levou a uma reducdo de 50% da

reatividade com o anticorpo testado.

3.6. Sintese quimica dos epitopos identificados

Foi utilizado o método desenvolvido por Merrifield em 1963. Ele consiste em
fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre um suporte sélido insolivel e depois
alongar a cadeia peptidica por adi¢cdes sucessivas de residuos da por¢dao C-terminal

para N-terminal.
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Foi utilizada a resina Rink Amide como suporte sélido e aminoacidos com as
cadeias laterais protegidas por diferentes grupamentos e o N-terminal protegido por
grupamento FMOC. O protocolo utilizado foi semelhante ao utilizado para a sintese em

membrana de celulose.

A liberagao do peptideo sintetizado da resina, bem como a clivagem dos
grupamentos protetores das cadeias laterais, se deu pelo tratamento com TFA,
trietilsilano e etanoditiol. Os peptideos foram ent3ao precipitados com éter etilico

resfriado, ressuspendidos em agua e liofilizados.

Apds a sintese, a pureza do peptideo sintetizado foi atestada por
espectrometria de massa (MALDI-TOF). Quando verificada a presenca de muitos picos
de massas diferentes da desejada, o peptideo foi purificado por cromatografia de fase
reversa em coluna C18 (Shimadzu) utilizando um sistema AKTA, utilizando gradiente
linear de acetonitrila, de 0-100% em 60 minutos. A massa dos picos obtidos foi

novamente confirmada por espectrometria de massas.

3.7. Acoplamento de peptideos d proteinas imunogénicas

Para a utilizacdo de peptideos como imundgenos, faz-se necessaria a
conjugacao destes a uma proteina de maior tamanho e imunogenicidade, tendo em
vista a maior ativacdo do sistema imunoldgico e consequentemente, maior resposta
contra o peptideo desejado. Neste trabalho, foram utilizadas duas metodologias

diferentes para o acoplamento de peptideos.

3.7.1. Via glutaraldeido

O método de ligacdo cruzada por glutaraldeido foi feito em apenas um passo,
como previamente descrito (MACHADO-DE-AVILA ET AL., 2004). Esse acoplamento se baseia
na propriedade do glutaraldeido de formar ligacGes cruzadas, através da formacdo de
uma base de Shiff entre os grupos g-amino das cadeias laterais de dois residuos de
lisina presentes em duas espécies diferentes de natureza protéica ou ainda entre os

grupos N-terminal dos peptideos.
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Para o acoplamento com albumina bovina (BSA) e ovalbumina (OVA) foi
utilizado o mesmo procedimento. Foram diluidos em 1 ml de PBS 10 mg do peptideo e
0,5 mg de BSA ou OVA. Ao longo de 1h, 1 ml de uma solugdo de glutaraldeido 1% foi
adicionado a solugdo peptideo-OVA, a 4°C e sob constante agitacdo. A reacdo se
processou por mais uma hora nessas condicdes e entdo foi adicionado NaBH; em
guantidade suficiente para estabelecer uma concentracdo final de 10 mg/ml, a fim de
reduzir as bases livres eventualmente nado ligadas pelo glutaraldeido. A amostra foi

dializada contra PBS diluido 10 vezes.

3.7.2. Via SMCC

KLH (Keyhole limpet hemocyanin) também foi utilizada como proteina para a
ligacdo de peptideos. Os peptideos (2 mg de cada um) foram acoplados 4 proteina,
segundo o protocolo descrito por Méry e colaboradores, 1993. A proteina foi pesada, 20
mg, e dissolvida em 2 ml de tampado fosfato 50 mM pH7.4. Em seguida foi acrescentado
200 plI da solugdo de SMCC (succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexane-1-
carboxylate) 10 mg/ml, em agua. Essa mistura permaneceu em agitacdo por 60 min a
temperatura ambiente. Para separagao das proteinas que nao foram ativadas pelo
SMCC, foi utilizada uma coluna de filtracdgo molecular (Sephadex G-25), equilibrada com
PBS-EDTA 10mM, pH 6.0. Foram coletadas 20 fragcdes de 600 Ml que foram

posteriormente lidas a 280 nm em espectrofotémetro

III

Foi feito um “pool” das fracdes contendo a proteina ativada, que correspondem
ao primeiro pico detectado pelo espectrofotdmetro. Junto a este, foi acrescentada a
solucdo contendo os peptideos, numa proporcdo de 1:1, e a mistura permaneceu sob
agitacdo, em temperatura ambiente, por mais 2h. Apds este tempo, foi acrescentada
uma solugao de L-cisteina para bloquear as cisteinas livres, por mais 20 minutos de

agitacdo. A solucao foi aliquotada e estocada a —20 °C até seu uso posterior.

3.8. Lipossomos

Outra estratégia utilizada para aumentar a imunogenicidade dos peptideos

para imunizagao foi o seu encapsulamento em lipossomas. Foi utilizado o protocolo
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desenvolvido por Chavez-Olortegui, 1991. Foram dissolvidos 860mg de fosfatidil colina
de soja e 347mg de colesterol em cloroférmio. A mistura foi colocada em baldo de
fundo redondo, previamente limpo com metanol e cloroférmio. O baldo foi ligado a
um rotavapor, a 30 °C, até que o cloroférmio fosse destilado e um filme lipidico fosse
formado na parede do baldo. Apds a formacao do filme, o baldo ainda permaneceu no
rotavapor por mais 80 minutos. O filme foi ressuspendido em 9 ml de agua e vortexado
até a sua dissolugdo completa. O baldo foi novamente ligado ao rotavapor e
permaneceu mais 30 minutos girando. O lipossoma em agua foi transferido para um

tubo falcon de 15 ml e sonicado em banho de gelo, por 10 minutos, a 25% de poténcia.

Cada peptideo (4,2 mg em 940 ul de PBS) foi adicionado a 2 ml do lipossoma
formado e a mistura foi liofilizada. Imadiatamente antes de cada imunizagao, o
lipossoma foi reidratado. Adicionou-se 300 pl de agua e a mistura foi vortexada por 1
minuto e deixada em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente. O
procedimento foi repetido utilizando-se 300 pl de PBS e logo apds os lipossomas

estavam prontos para serem utilizados como imundgenos.

3.9. Imunizag¢oes

Camundongos das linhagens Balb/c ou C57/blacké receberam injecdes de
diferentes imundgenos, conforme a proteina de interesse, diluidos 1:1 em hidréxido
de aluminio 16mg/ml ou adjuvante de Freund. A primeira dose foi administrada, via
subcutanea, no dia 1. Doses subsequentes foram dadas, via intraperitoneal, nos dias
15, 25 e 32. O sangue foi coletado no dia 42 e doses adicionais foram administradas

conforme a necessidade de cada imundgeno.

3.10. ELISA

3.10.1. ELISA direta

Todos os ensaios de ELISA foram feitos seguindo o protocolo definido

previamente por Chavez-Oldrtegui em 1991, descrito a seguir.
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Microplacas de ELISA NUNC Maxisorp (Becton Dickinson France S. A.) ou Falcon,
de 96 wells foram sensibilizadas durante a noite a 5°C, com 100Ul de uma solugdo
contendo 10 pg/ml do antigeno a ser testado diluido em tamp3do bicarbonato de sédio
0.02M, pH 9.6. Apds esse periodo, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de
lavagem (0,05% Tween-salina-SL) e blogqueadas com a solu¢do de bloqueio contendo
caseina 2% em tampao fosfato 0,05 M, 0,015M NaCl, pH 7.4, por uma hora. As placas
foram entdo novamente lavadas e os anticorpos a serem testados foram diluidos em
tampdo de incubacdo (PBS, 0,25% de caseina, 0,05% tween 20) e dispostos na placa,
em duplicata. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secundario respectivo
conjugados com a enzima peroxidase (Sigma). A ligacdo do anticorpo secundario foi
inferida pela atividade enzimatica, utilizando-se ortofenilenodiamino (OPD) como
substrato (0,33 mg/ml em tampdo citrato pH 5,2 na presenca de 0,04% de agua
oxigenada). Apds 15 minutos de incubacdo a reacdo foi interrompida pela adicdo de 20

Ml de acido sulfurico diluido 1:20. As leituras da absorbancia foram feitas a 492nm.

3.10.2. ELISA de competicdo

Para verificar a afinidade dos peptideos produzidos com os anticorpos
utilizados na sua identificagao por SPOT, cada peptideo foi pré-incubado por 16 horas a
4°C com o anticorpo correspondente. Placas de ELISA foram sensibilizadas com a
proteina integra, na concentracdo de 5 pg/ml, em tampdo bicarbonato de sédio 0,02
M, pH 9,6. Apds o bloqueio, a mistura do anticorpo com cada um dos peptideos foi
adicionada as placas por 1 hora a 37°C. Como controles, foram utilizados a proteina
integra também pré-incubada com o anticorpo e o anticorpo pré-incubado sozinho. A

revelacdo se deu de forma semelhante & ELISA direta.

3.11. Ensaios de neutralizagdo

3.11.1. In vivo

Ao final dos esquemas de imunizagdao, os camundongos foram desafiados com
doses superiores a 2 DL50 do veneno ou da toxina especifica, conforme cada caso,

diluidos em 100l de PBS-BSA 0,1%. As doses foram injetadas por via subcutanea. Os
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animais foram observados ininterruptamente por 3 horas, a fim de visualizar o
aparecimento de sintomas classicos do envenenamento por escorpido, e a mortalidade

contabilizada apds 48h.

3.11.2. In vitro

A capacidade neutralizante dos soros dos coelhos imunizados e da ascite de
camundongos imunizados foi testada em ensaios de neutralizacdo in vitro. Foram
incubados por 1h, a 37°C, 200 ul do soro de coelhos imunizados com OVA-peptideo ou
ascite de camundongos imunizados com Ts3 e quantidades de veneno equivalentes a
3DL50 ou 2DL50 injetados via subcutdanea em camundongos Balb/c fémeas pesando
em média 20g. Como controle, um grupo recebeu apenas o veneno em PBS-BSA 0,1%
e outro grupo recebeu o veneno incubado com soro pré-imune. Os animais foram

observados por 3h e a mortalidade contabilizada apds 48h.

3.12. Andlises Computacionais

As analises de hidrofilicidade e ponto isoelétrico foram feitas utilizando
ferramentas disponibilizadas no portal Expasy (http://expasy.org/proteomics). Para o
pl foi utilizada a ferramenta “Compute pl/MW” e para a analise da hidrofilicidade foi
utilizado o algoritmo de Hopp & Woods disponivel em “ProtParam” (Gasteiger et al.,

2005)

3.12. Purificagdo de IgG em coluna de proteina A

Para a purificagao de imunoglobulinas provenientes da ascite de camundongos,
a coluna de Proteina A foi equilibrada com 40 volumes de PBS. A ascite foi entdo
adicionado (2 ml) e deixado em contato com a Sepharose- Proteina A por 16 horas a
4°C. Apods, a coluna foi lavada com 50 volumes de PBS e a IgG purificada foi eluida com
tampao glicina 0,1M, pH 2,8 com NaCl 0,15 M. O eluato foi neutralizado com tampao

Tris/HCI 1 mol/l pH 8,0 e posteriormente dialisado contra PBS.
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4. RESULTADOS

4.1. TSNTxP

Na tentativa de mapear epitopos descontinuos que seriam reconhecidos por
anticorpos anti-TsNTxP, previamente preparados em nosso laboratério (CHAVEZ-
OLORTEGUI, 1997) e com propriedades neutralizantes do veneno de Tityus serrulatus,
foram sintetizados 153 octadecapeptideos compostos por dois segmentos distantes na

sequéncia linar da proteina, pelo método de SPOT.

Os peptideos foram desenhados de modo a apresentarem duas partes P1 e P2,
covalentemente ligados por um espacador contendo duas glicinas. P1 e P2 sdo
derivados de partes distintas da sequéncia proteica, e foram sistematicamente

deslocados em trés residuos para cobrir toda a sequéncia da TsNTxP (Tab 2).

Os peptideos desenhados foram entdo sintetizados em membrana de SPOT e
testados em imunoensaio com soro de coelho policlonal anti-TsNTxP. A figura 16

mostra o padrdo de reconhecimento obtido.
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Figura 16: Reatividade dos diepitopos preparados pela técnica de SPOT. Membrana
preparada pela técnica de SPOT, contendo os 153 diepitopos derivados da férmula geral (P1)-
(Gly-Gly)-(P2), apds reagdo com soro de coelho anti-TsNTxP de propriedades neutralizantes e
revelado a partir de anticorpo anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina com substrato

MTT-BCIP. Os SPOTS de maior reatividade estdo destacados.
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Tabela 2: Sequéncias dos peptideos derivados da TsNTxP, preparados por SPOT. As glicinas
utilizadas como espacadores estdo destacadas em vermelho. Os peptideos controle, contendo

sequéncia irrelevante ASASASAS, estdo destacados em azul.

GREGY PADSRGCRITCFLTAAGYCNTECT LKRGS SGYCAWPACYCYGLPDSVRKIWT SETNRCG GREGYPADSRGCRITCF LTAAGYCNTECT LRRGSSGYCAWPACYCYGLPDSVRIWT SETNRCG
1(C) GREGYPADGGASASASAS 76(C) .- CFLTAAGYGGASASASAS
2.- GREGYPADG TSETNKCG 77.- CFLTAAGYGG TSETNKCG
3.- GREGYPADG KIWISETN 78.- CELTARGYCG KIWTSETN
4.- GREGYPADGG DSVKIWIS CFLTAAGYG DSVKIWIS
5.- GREGYPADGG GLPDSVKI CFLTAAGY! GLPDSVKI
6.- GREGYPADGG YCYGLPDS CFLTAAGYGG YCYGLPDS
7.- GREGYPADGG PACYCYGL CFLTAAGY! PACYCYGL
8.- GREGYPADGG CAWPACYC CFLTAAGYGG CAWPACYC
9.- GREGYPADGG SGYCAWPA CFLTAAGYGG SGYCAWPA
10.-GREGYPADG KGSSGYCA CFLTAAGYGG ~ KGSSGYCA
11.-GREGYPA TLKKGSSG CFLTAAGYGG TLKKGSSG
12.-GREGYPADG TECTLKKG CFLTAAGYGGTECTLKKG
13.-GREGYPADG! YCNTECTL TAAGYCNTGGASASASAS
14.-GREGYPADG AAGYCNTE TAAGYCNTG TSETNKCG
15.-GREGYPADGG FLTAAGYC TAAGYCNIGG KIWISETN
16.-GREGYPADGG ITCFLTAA TAAGYCNTGG DSVKIWIS
17 .-GREGYPADGGGCKITCFL TARGYCNIGG GLPDSVKI
18 GYPADSKGGGASASASAS TAAGYCNIGG YCYGLPDS
TSETNKCG TARGYCNIGG PACYCYGL
KIWTSEIN TAAGYCNTGG CAWPACYC
DSVKIWTS TARGYCNTG  SGYCAWPA
GLPDSVKI TAAGYCNTGG KGSSGYCA
YCYGLPDS TAAGYCNT GGTLKRGSSG
PACYCYGL GYCNTECTGGASASASAS
CAWPACYC GYCNTECT& TSETNKCG
SGYCAWPA GYCNTECTGG KIWTSETN
KGSSGYCA GYCNTECTGG DSVKIWIS
TLKKGSSG GYCNTECTGG GLPDSVKI
TECTLRKG GYCNTECT! YCYGLPDS
YCNTECTL GYCNTECTG PACYCYGL
AAGYCNTE GYCNTECTGG CAWPACYC
GYCNTECTGG SGYCAWPA
GYCNTECTGGRGSSGYCA
NITECTLKKGGASASASAS
TSETINKCG NTECTLKKGG TSETINKCG
KIWTSEIN NIECTLKKGG KIWTSEIN
DSVKIWTS NTECTLKKGG DSVKIWTS
GLPDSVKI NIECTLKKGG GLPDSVKI
YCYGLPDS NITECTLKKG YCYGLPDS
PACYCYGL NIECTLKKGG PACYCYGL
CAWPACYC NITECTLKKGG CAWPACYC
SGYCAWPA NTECTLKK:GSGYCAWPA
RGSSGYCA CTLKKGSSGGASASASAS
TLRKGSSG TSETINKCG
TECTLRKG CTLKKGSS KIWTSETN
YCNTECTL CTLKKGSS DSVKIWTS
ARGYCNIE CTLKKGSS GLPDSVKI
. FLTAAGYC CTLKKGSS YCYGLPDS
49(C).- KGCKITCFGGASASASAS CTLKKGSSGG PACYCYGL
50.- KGCKITCFGG TSETNKCG CTLKKGSSGGCAWPACYC
51.- KGCKITFFGG KIWTSETN KKGSSGYCGGASASASAS
52.- KGCKITCFGG DSVKIWIS KKGSSGYCGG TSETNKCG
53.- KGCKITCFGG GLPDSVKI KKGSSGYCGG KIWISETN
54.- KGCKITCFGG YCYGLPDS KKGSSGYCGG DSVKIWIS
§S.- KGCKITCFGG PACYCYGL KKGSSGYCGG ~ GLPDSVKI
56.- RGCKITCFGG CRWPACYC KKGSSGYCGG YCYGLPDS
57.- KGCKITCFGG SGYCAWPA KKGSSGYCGGPACYCYGL
58.- KGCKITCFG KGSSGYCA SSGYCRAWPGGASASASAS
59.- KGCKITCF TLRKGSSG SSGYCAWP TSETNKCG
60.- KGCKITCFGG  TECTLRKG SSGYCAWPGG KIWTSEIN
61.- KGCKITCFGG YCNTECTL SSGYCAWP:G ~ DSVKIWTS
62.- KGCKITCFGGAAGYCNTE SSGYCAWPGG GLPDSVKI
63(C).- KITCFLTAGGASASASAS SSGYCAWPGGYCYGLPDS
64.- KITCFLTA TSETNKCG 139(C) .-
65.- KIWTSEIN 140.-
66.- DSVKIWIS 141.-
67.- GLPDSVKI 142.-
68.- YCYGLPDS 143.-
69.- PACYCYGL 144(C) .- WPACYCYGGGASASASAS
70.- CAWPACYC 145.- WPACYCYGE TSETNKCG
n.- KITCFLTAGG SGYCAWPA 146.- WPACYCYGGE KIWTSETN
72.- KITCFLTAGG KGSSGYCA 147.- WPACYCYGGGDSVKIWTS
73.- KITCFLTAGG  TLKKGSSG 148(C) .- CYCYGLPDGGASASASAS
74.- KITCFLTAGG TECTLRKG 149.- CYCYGLPDGG TSETINKCG
75.- KITCFLTAGGYCNIECTL 150.- CYCYGLPDGGKIWISETN
151(C) .- YGLPDSVKGGASASASAS
152.- YGLPDSVKGGTSETNKCG
153(C) .- PDSVKIWIGGASASASAS

Varios peptideos foram antigenicamente reativos com o soro testado. Foi
observado que os peptideos de 4-17, contento a sequéncia N-terminal GREGYPAD
(residuos 1-8 da sequéncia da TsNTxP), e também os spots 22, 38, 53, 67, 80, 92, 103,
122, 130, 137 e 143, contendo a sequéncia GLPDSVKI (residuos 46-54 da TsNTxP) no

seu C-terminal, foram os peptideos mais reativos. Peptideos 1 e 153, que contém
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respectivamente as sequéncias GREGYPAD e GLPDSVKI, porém combinadas com a

sequéncia irrelevante ASASASAS, apresentaram reatividade consideravelmente menor.

Tabela 3: Lista das sequéncias dos spots que apresentaram maior reatividade frente ao soro

de coelho anti-TsNTxP. O spot 5 em destaque foi o que apresentou maior reatividade.

# SPOT Sequéncia Intensidade
1 GREGYPADGGASASASAS 108
2 CGREGYPADGGTSETNKCG 122
3 GREGYPADGGKI WISETN 109
4 GREGYPADGGDSVKI WI'S 127
5 CGREGYPADGGGELPDSVKI 156
6 CGREGYPADGGYCYG.PDS 113
7 CGREGYPADGGPACYCYGL 102
8 GREGYPADGGCAWPACYC 100
10 GREGYPADGGKGSSGYCA 132
12 GREGYPADGGTECTLKKG 114
13 CGREGYPADGGYCNTECTL 129
14 CGREGYPADGGAAGYCNTE 120
16 GREGYPADGG TCFLTAA 119
17 GREGYPADGGGECKI TCFL 151

22 GYPADSKGGGGELPDSVKI 119
38 ADSKGOKI GGGE_PDSVKI 117
53 KGCKI TCFGGGLPDSVKI 106
67 KI TCFL TAGGGLPDSVKI 141
79 CFLTAAGYGGGE.PDSVKI 133
92 TAAGYCNTGGAE.PDSVKI 108
103 GYCNTECTGGGELPDSVKI 126
113 NTECTLKKGGGL PDSVKI %
122 CTLKKGSSGEGELPDSVKI 97
130 KKGSSGYCGGGELPDSVKI 98
137 SSGYCAWPGGGELPDSVKI 113
143 YCAWPACYGGGLPDSVKI 125

A qualidade do peptideo sintetizado e do imundgeno produzido foi verificada
por ELISA (Figura 17 e Figura 18). Ligado a placa de ELISA, o peptideo produzido foi
reconhecido por anticorpos anti-veneno total de T.serrulatus e anti-TsNTxP, indicando

que o repertorio de anticorpos contra esses dois antigenos complexos contém um
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grupo de imunoglobulinas que reconhecem especificamente este epitopo descontinuo.

Mesmo ao ser acoplado a OVA, o peptideo manteve estas caracteristicas.

1.5

1.0

Abs 492nm

0.0-
Pré-Imune Anti-Ts Anti-TsNTxP

Figura 17: Reatividade, medida por ELISA, do diepitopo com soros de coelho anti-Ts, anti-
TsNTxP e pré-imune. A placa foi sensibilizada com 100 pl de solucdo contendo 10 pg/ml de

peptideo sintético. Os soros foram diluidos 1:100.
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Figura 18: Reatividade, medida por ELISA, do imunégeno OVA-diepitopo com o soro de
coelho anti-TsNTxP. A placa foi sensibilizada com 100 pl de solucdo contendo 10 pg/ml de

OVA-Diepitopo, somente Diepitopo, somente OVA como controle negativoi diluido 1:100.

A habilidade do imundégeno produzido (GREGYPADGGGLPDSVKI-Ovalbumina)
de incitar uma resposta imune protetora dos efeitos toxicos do veneno de T.serrulatus,
foi avaliada em camundongos BALB/c. O protocolo de imunizagdo utilizou 100ug de
imunogeno por animal em todas as doses. Uma e nove semanas apds a 42 dose, o soro
dos camundongos foi individualmente coletado e testado por ELISA para a verificacdao

da producdo de anticorpos anti-peptideo (Figuras 19 e 20).
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Figura 19: Resposta, medida por ELISA, dos camundongos individuais a imuniza¢éo com OVA-
Diepitopo. A placa foi sensibilizada com 100 pl de solugdo contendo 10 ug/ml de peptideo
sintético. Os soros foram diluidos 1:100. Os valores de absorbancia foram utilizados para
agrupar os animais em médios respondedores (entre 0.5-1.0 AU) e altos respondedores (>1.0

AU).

A figura 19 mostra que a reatividade dos soros obtidos dos camundongos
imunizados apresentam imunoreatividade consistente com o peptideo utilizado para

sensibilizar a placa, enquanto o soro pré-imune dos camundongos ndo.

A reatividade de anticorpos anti-peptideo demonstrou ser persistente, uma vez
gue nove semanas apds a ultima dose de imundgeno recebida, ainda foi possivel

detectar reatividade do soro com o peptideo (Figura 20).

A reatividade cruzada do soro anti-peptideo com a fragdo tdxica do veneno de
T.serrulatus (TsFG50), também foi medida por ELISA (figura 21). Foi possivel observar
reacao contra esta fracdo, indicando que ao menos uma subpopulacdo dos anticorpos
anti-peptideo sao capazes de se ligar as toxinas do veneno. Os peptideos controle
produzidos também foram testados com os anticorpos anti-peptideo, ndo sendo
possivel detectar reagdo contra eles, indicando que o soro produzido é de fato dirigido
a combinacdo das duas partes, N-terminal e C-terminal, do peptideo, combinados
como um epitopo Unico, e ndo como a somatoria da reatividade existente contra as

duas porg¢des independentes.
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Figura 20: Reatividade, medida por ELISA, dos pools de soro de camundongos imunizados
com OVA-Diepitopo ou controle. O soro foi coletado 1 semana (n=9) ou 9 semanas (n=3) apds
a ultima injecdo. A placa foi sensibilizada com 100 pl de solu¢cdo contendo 10 pg/ml de

peptideo sintético. Os soros foram diluidos 1:100.
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Figura 21: Reatividade, medida por ELISA, do soro de camundongo anti-OVA-Diepitopo
frente a fragdo toxica do veneno de T.serrulatus (TsFG50). A placa foi sensibilizada com 100 pl
de solugdo contendo 10 pg/ml de OVA ou de Diepitopo, como controles positivos, TsFG50, e
ainda peptideos controle contendo apenas o N-terminal ou C-terminal da sequéncia do

Diepitopo, acrescidos de uma sequencia irrelevante de alaninas e serinas intercaladas. O soro

foi diluido 1:100.
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A capacidade dos anticorpos circulantes no soro dos animais vacinados de
neutralizar o veneno soluvel de T.serrulatus foi determinada em ensaio de
neutralizagdo in vivo (tabela 4). Um grupo de camundongos foi desafiado com 35 ug do
veneno e outro com 42 pg, dosagens essas que correspondem respectivamente a 2,3 e
2,8 DL50 do veneno, conforme estabelecido em ensaio anterior.

Tabela 4: Experimento de protec¢do in vivo. Uma semana apds a ultima dose, grupos de 6

animais de cada grupo, controle e imunizado com OVA-diepitopo, foram selecionados

randomicamente e desafiados.

Desafio Desafio
Grupos (2.3 LD50 de Ts) (2.8 LD50 de Ts)

Taxa de mortalidade Taxa de mortalidade
Imunizados

Controle

No primeiro grupo, os dois animais desafiados resistiram ao desafio. Quando a
dose maior foi injetada, 50% (2/4) dos animais do segundo grupo sobreviveram ao
desafio. Todos os animais controle morreram com ambas as doses testadas. Este
resultado demonstra que uma protecao completa contra desafio com dose letal (mais
de 1,75 LD100) foi obtida pela imunizacdo com o peptideo GREGYPADGGGLPDSVKI

conjugado a OVA.

Na tentativa de explicar a capacidade observada do peptideo de induzir
anticorpos capazes de neutralizar uma mistura complexa de proteinas tdxicas, a
sequéncia da TsNTxP foi alinhada com as principais toxinas do veneno de T.serrulatus.

(figura 22)

Considerando-se apenas as duas regides de interesse, uma identidade de 50%
com a Ts2, 56% com a Ts1 e 50% com a Ts3 foram obtidas (similaridade de 81%, 75% e
69%, respectivamente). Na regido N-terminal, uma sequéncia consenso R/K-E/D-G-Y-X-
X-D/E foi observada. Na porg¢do C-terminal, um motido G-L/V-D/N esteve presente em
todas as sequéncias alinhadas. A existéncia de similaridades entre os residuos

antigénicos do epitopo e as principais toxinas do veneno pode explicar a capacidade
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dos anticorpos anti-peptideos de neutralizar in vivo o efeito letal. A reatividade
cruzada do soro anti-peptideo com as toxinas individualizadas ndo foi demonstrada,
devido a escassez de amostras purificadas. Entretanto, por serem essas toxinas os
principais componentes da TsFG50 ja testada, seriaprovavel o reconhecimento das

mesmas pelo soro anti-peptideo.

NTRBOTLK-KGS S GY|CAW P-- ;’CYGLPDSVKIWTSETN-K’];

QJ

TSNTxP | GREGYPAD SKGCKITCFLTAAGY
Ts1 KEGYILMDHEGCKLSCFIRPSGYCERBOGI K-KGS S GYCRW P~ - ACYCY GLPNWVKVWDRATN-K({

Ts2 KEGYAMDHEGCKFSCF I RPAGE CDGYCKT HLKAS S GYCAW P--ACYCYGVPDHIKVWDYATN-K(

Ts3 || KKDGYBVEYDNCAYICHNYDNAYCPKLGKDK-KADSGYCYWVHILCH

[

YGLPDSEPTK---TNGKLKSGKK

Figura 22: Alinhamento da sequéncia da TsNTxP com as principais toxinas de T.serrulatus. As
regides correspondentes ao diepitopo estdo destacadas em cinza. Aminoacidos carregados

estdo destacados em vermelho (negativos) e azul (positivos).

Figura 23: Localiza¢éo espacial do diepitopo na superficie da TsNtXP e das toxinas
relacionadas de T.serrulatus. (A) Localizagdo do diepitopo na estrutura modelada da TsNTxP. A
localizagdo da por¢do N-terminal do diepitopo estda marcada em verde e a porgdo C-terminal
estd em vermelho. (B) Estruturas das principais toxinas de T.serrulatus. Aminoacidos
semelhantes aqueles que compdem o diepitopo estdo demonstrados no contexto

tridimensional das principais toxinas de T.serrulatus.
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A localizacdo dos dois segmentos constituintes do epitopo descontinuo
GREGYPADGGGLPDSVKI no contexto tridimensional da estrutura tridimensional foi
esclarecedora. As duas partes do peptideo descontinuo foram posicionadas em
modelo derivado da estrutura 3D elucidada da Ts1 e em modelos feitos a partir dessa

estrutura para a Ts2, Ts3 e TsNTxP (figura 23).

Foi prontamente verificado que as duas partes do epitopo identificado, embora
bastante distanciadas na estrutura primaria da proteina, se encontram préximas na
estrutura tridimensional da TsNTxP e e constituem um microdominio similar na

superficie de todas as principais toxinas.

Além do modelo, dados de predicdo bioinformatica utilizando a ferramenta
EPITOPIA (RUBINSTEIN ET AL, 2009) demonstraram que a maioria dos residuos
componentes do epitopo identificado se encontram provavelmente expostos ao
solvente, especialmente a regido N-terminal e os residuos V e K da porcdo C-terminal,

0 que é essencial para a imunogenicidade do peptideo (figura 24).

1 31 41
SREGYPADS! GCKITCFLTA AGLpEEETL KKGSsEBYEail PACYEYGLPD|

bebeb bbbeb

51 61
TSETN KC

Legend:

The immunogenicity scale:

N2 3 ¢« =

Low Average High

- A predicted exposed residue.
- A predicted buried residue.

Figura 24: Predi¢cdo da imunogenicidade da TsNTxP feita por EPITOPIA. Os residuos

componentes do diepitopo estdo destacados em vermelho.
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De fato, medindo-se as distancias entre os Ca dos residuos componentes do
epitopo identificados e calculando a distancia média entre eles, um valor de 8.37+4.9
A, compativel com o valor médio de 8+1.7A para areas de interacdos proteina-proteina
(CHAKRABARTI ET AL., 2002). Estes resultados sugerem que as porcdes N-terminal e C-

terminal constituiriam um sitio Unico de reconhecimento antigénico (figura 25).

Figura 25: Modelo da sobreposi¢do do diepitopo na estrutura da TsNTxP e as medidas do
mesmo para o reconhecimento do sitio por anticorpos. As medidas foram feitas entre os Ca
dos residuos do diepitopo. As medidas foram obtidas no programa DeepView Swiss PDB
Viewer. A localizagdo da porgao N-terminal do diepitopo estd marcada em verde e a porgao C-

terminal estd em vermelho.

Para verificar os residuos que seriam importantes para a interacdo dos
anticorpos gerados, foi produzida uma membrana de SPOT contendo uma série de
analogos do peptideo identificado, onde cada aminoacido foi substituido por uma
alanina (ou uma glicina, no caso de alaninas pertencentes a sequéncia), para verificar
os efeitos dessa substituicdo (figura 26). A substituicio dos residuos Y,P, A, D,
pertencentes a porcao N-terminal do peptideo alterou significativamente a ligacdo

dos anticorpos anti-peptideo.
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Figura 26: Grdfico de reatividade e membrana de ALA-Scan do diepitopo, testada com o soro
dos camundongos imunizados. A reatividade foi medida pela quantidade de pixels por area,
no programa Imagel. A sequéncia original do diepitopo foi utilizada como controle positivo
(C+) e a sua medida correspondeu a8 100% de reatividade, a partir da qual a reatividade dos

demais spots foi calculada.

Tendo em vista a eficacia do conjugado peptideo-OVA em gerar anticorpos

neutralizantes em modelo murino, este imundgeno foi utilizado para imunizar coelhos.

Foram necessarios dois ciclos de quatro doses para que 0s animais atingissem
um titulo satisfatdrio de anticorpos. O soro produzido foi testado por ELISA quanto ao
reconhecimento do peptideo e de seus controles contendo as sequéncias N-terminal
ou C-terminal, acrescidas de outra por¢ao de sequéncia irrelevante (ASASASAS). O soro
produzido, conforme os resultados obtidos anteriormente,foi capaz de reconhecer o
peptideo ligado a placa e ndo demonstrou reagdo contra os peptideos controle neste

formato (figura 27).
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Figura 27: Reatividade, testada por ELISA, do soro de coelho anti-OVA-diepitopo. A placa foi
sensibilizada com 100 pl de solugdo contendo 10 pg/ml do préprio diepitopo ou de peptideos
controle, contendo apenas o N-terminal ou C-terminal da sequéncia do diepitopo, acrescidos
de uma sequéncia irrelevante de alaninas e serinas intercaladas (GREGYPADASASASAS ou

ASASASASGLPDSVKI). O soro foi diluido 1:100.

O soro foi entdo utilizado em experimentos de neutralizacdo in vitro. Um primeiro
teste de neutralizagdo foi realizado com grupos de 6 camundongos BALB/c, utilizando
uma quantidade de veneno equivalente a 3 DL50 (45 pg de veneno/20 g do animal).
Foram feitos trés grupos, que receberam respectivamente 200 Pl de salina (grupo S),
200 pl de soro pré-imune (grupo P) e 200 ul de soro imune (grupo |) (tabela 5). Para
esta dose, o soro anti-OVA-diepitopo ndo foi capaz de neutralizar os efeitos letais e
toxicos do veneno, ainda que tenha sido capaz de retardar os sintomas do

envenenamento e o dbito.

Um novo ensaio, utilizando menor quantidade de veneno foi realizado (1 DL50
equivalente a 15 pg de veneno por cada 20 g do animal). Foram utilizados os mesmos
parametros descritos para o ensaio precedente. Neste novo ensaio, ndo houve morte
de nenhum animal de nenhum grupo. Porém, os sintomas de envenenamento
apresentados pelos grupos P e S tiveram o seu inicio novamente retardado no grupo |

(tabela 6).
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Tabela 5: Ensaio de neutralizagdo in vitro de 3 DL50 de veneno de T.serrulatus.
Demonstracdao da sintomatologia apresentada ao longo do tempo, a partir da injecdo do
veneno ,pelos grupos testados. O grupo S recebeu o veneno pré-incubado apenas com solugdo
salina, o grupo P recebeu o veneno pré-incubado com soro pré-imune, e o grupo | recebeu o

veneno pré-incubado com o soro anti-OVA-diepitopo.

SINTOMAS 3 horas 24 horas

Agitacao
Fadiga
Sudorese

Salivagdo

X X X X X |3

Lacrimejamento

X X X X X
x

Diarréia

X X X X X X X |7
X X X X X X

Dificuldade de respiragdo

x X X X X X X
=

X X X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X

Sangramento

Tabela 6: Ensaio de neutralizacdo in vitro de 1 DL50 de veneno de T.serrulatus.

w
w
£
N

Demonstracdao da sintomatologia apresentada ao longo do tempo, a partir da injecdo do
veneno ,pelos grupos testados. O grupo S recebeu o veneno pré-incubado apenas com solugdo
salina, o grupo P recebeu o veneno pré-incubado com soro pré-imune, e o grupo | recebeu o

veneno pré-incubado com o soro anti-OVA-diepitopo.

SINTOMAS 10 min 30 min 90 min 3 horas 24 horas
S

Agitacdao X X X X X

Fadiga X X X X X X X X

Sudorese X X X X Revers3o de

salivagio X X X X X X EREBES

sintomas em

Lacrimejamento X X X X X X X X X todos os

Diarréia grupos

Dificuldade de respiragdo X X

Sangramento

MORTE Ndo houveram mortes em nenhum grupo
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Com o intuito de verificar a especificidade dos anticorpos presentes no soro
dos coelhos imunizados, foi realizado um ensaio de SPOT, utilizando a mesma
membrana previamente testada para a identificagdo dos possiveis epitopos
conformacionais (figura 28). O ensaio também foi conduzido como previamente

descrito.

A andlise das seqliéncias de aminoacidos presentes nos spots considerados
reativos demonstra que apenas os spots que continham a seqiiéncia GLPDSVKI ou
parte desta (spots ndo marcados) foram reconhecidos pelo soro de coelho anti-OVA-
diepitopo, apesar da sequéncia N-terminal GREGYPAD também estar contida no

imundgeno utilizado para a producdo do soro (tabela 7).

1 - 17
18 3 34
35 3 # >
528 |® W IE A
69 4 _. ¢ @ 85
86 JLIE . 9%
Bl ® & = ve[lesane e
"EIOEEE eolele s N
viele + + s o[@e c 0@ @ 4 a7

Figura 28 : Reatividade dos diepitopos preparados pela técnica de SPOT com soro de coelho
anti-OVA-diepitopo.Membrana preparada pela técnica de SPOT, contendo os 153 diepitopos
derivados da formula geral (P1)-(Gly-Gly)-(P2), apds reacdo com soro de coelho anti-OVA-
Diepitopo (1:500), e revelado a partir de anticorpo anti-IlgG de coelho conjugado & fosfatase

alcalina com substrato MTT-BCIP. Os SPOTS de maior reatividade estdo destacados.

O ensaio de ALA-Scan feito com o soro de coelho demonstrou perfil contrario
ao obtido com camundongos, com as alteracGes de aminoacidos mais importantes
para a ligacdo ocorrendo na porcdao C-terminal da molécula, sendo o residuo de L de

especial importancia (figura 29).
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Tabela 7: Lista das sequéncias dos spots que apresentaram maior reatividade frente ao soro

de coelho anti-OVA-diepitopo.

#SPOT Sequéncia Intensidade

5 GREGYPADGGGLPDSWKI 128
22 GYPADSKGGGGELPDS\VWKI 135
38 ADSKGCKI GGGLPDSWKI 138
53 KGCKI TCFGGGELPDSWKI 153
67 Kl TCFLTAGGE.PDSWKI 181
79 CFLTAAGYGGGELPDSWKI 159
92 TAAGYCNTGGGELPDSVKI 192
103 GYCNTECTGGGELPDSVWKI 205
113 NTECTLKKGGE.PDSWKI 127
122 CTLKKGSSGGGLPDS\VWKI 157
130 KKGSSGYCGGGELPDSWKI 146
137 SSGYCAWPGGGELPDSVKI 199
143 YCAWPACYGGGE.PDSVKI 202
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Figura 29: Grdfico de reatividade e membrana de ALA-Scan do diepitopo, testada com o soro
dos coelhos imunizados. A reatividade foi medida pela quantidade de pixels por area, no
programa Imagel. A sequéncia original do diepitopo foi utilizada como controle positivo (C+) e
a sua medida correspondeu a 100% de reatividade, a partir da qual a reatividade dos demais

spots foi calculada.
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4.2. Amm8

Sequéncias de aminoacidos sobrepostos, com 12 residuos, derivados da
sequéncia de Amm8 e AaH2 foram preparadas pelo método de SPOT, numa tentativda
de analisar o perfil de epitopos lineares presentes no soro neutralizante anti-Amm8

préviamente preparado (MARTIN-EAUCLAIRE ET AL., 2006).

Esses anticorpos falharam em se ligar nos peptideos continuos derivados de sua
sequéncia preparados por SPOT (figura 30-A). Entretanto, anticorpos anti-AaH2
claramente se ligaram a uma série de peptideos antigénicos, tanto derivados da sua
propria sequéncia quanto derivados da sequéncia da Amm8 (figura 30-B e C). O
experimento foi repetido exaustivamente, utilizando diversas condigdes
experimentais, incluindo a pré-incubacdao da membrana com maiores concentracdes
de anticorpos, e a mesma falta de reatividade do soro anti-Amm8 com seus peptideos
cognatos foi observada. Este foi um resultado inesperado, uma vez que esta
abordagem ja foi utilizada por diversas vezes e invariavelmente levou a identificagao
de possiveis epitopos continuos em toxinas escorpidnicas (ALVARENGA ET AL., 2002),
(MENDES, 2004), (MARIA ET AL., 2005). Portanto, aparentemente a Amm8 apenas apresenta
epitopos do tipo descontinuo que escapam ao método convencional de mapeamento

linear por SPOT.
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Figura 30: Reatividade de anticorpos policlonais contra peptideos lineares sobrepostos das
sequéncias da Amm8 e da AaH2, preparados pelo método de SPOT. (A) Reacdo dos
anticorpos anti-Amm8 com membrana contendo 53 peptideos de 12 aminoacidos,
sobrepostos por um residuo, derivados da sequéncia da AmmS8. Os anticorpos foram diluidos &
100pg/ml. Revelagdo a partir de anticorpo anti-IgG de coelho conjugado & peroxidase diluido
1:2000, com substrato ECL. (B) Reacdo dos anticorpos anti-AaH2 com membrana contendo 53
peptideos de 12 aminoacidos, sobrepostos por um residuo, derivados da sequéncia da
AaH2.AaH2 (C) Reacdo de anticorpos anti-AaH2 com a membrana contendo peptideos

derivados da sequéncia da AmmS.

Com o objetivo de encontrar possiveis localizacdes para epitopos descontinuos
na Amm38, a sua estrutura 3D foi modelada a partir da estrutura tridimensional
resolvida da AaH2, com a qual apresenta grande similaridade de sequéncia primaria
(HOUSSET ET AL., 1994). Em seguida, o algoritmo PEPOP foi utilizado para predizer
peptideos cuja sequéncia aproximaria segmentos espacialmente distantes na proteina,
mimetizando assim possiveis epitopos descontinuos. Utilizando as coordenadas da
estrutura ou modelo tridimensional de uma proteina, PEPOP identifica segmentos de
residuos expostos ao solvente (areas continuas) e agrupa-os com base em uma matriz
de distancias. Desse modo, 16 segmentos foram identificados (tabela 8), contendo de

1 a 6 residuos.
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Tabela 8: Segmentos accessiveis da Amm8, preditos e agrupados por PEPOP e sua posi¢do na

sequencia linear da proteina.

Agrupamento #Segmento Tamanho Sequéncia  Posicao

1 1 3 LKD 1-3
13 2 YK 49-50
14 2 DH 53-54
2 1 Y 5
3 4 NDI N 8-11
4 2 YF 14-15
10 3 QM 37-39
11 3 PYG 41-43
15 3 RTK 56-58
16 6 PGRCND  60-65
5 4 RNAY 18-21
6 2 NE 23-24
7 4 I KLK 27-30
8 2 ES 32-33
9 1 Y 35-35
12 1 Y 47-47

Esses segmentos foram automaticamente agrupados por PEPOP em 3 grupos
(figura 31). A figura 31-A e B mostram, em duas diferentes orienta¢des da estrutura
modelada da AmmS8, os trés grupos de segmentos expostos. A figura 31-C demonstra
como esses segmentos (utilizando codigo de cor especifico para cada regidao) se

organizam na estrutura primaria e secundaria da proteina.
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Volta de §
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Figura 31: Segmentos e grupos identificados na estrutura do modelo da Amm8 pelo
algoritmo PEPOP. (A) Modelo da estrutura da Amm8, feito a partir das coordenadas da
estrutura resolvida de AaH2 (PDB: 1AHO), mostrando os trés grupos de segmentos expostos na
superficie da proteina, mostrados em diferentes cores. (B) Outra face do modelo da AmmS§,
mostrando os mesmos grupos de outro dngulo. (C) Segmentos expostos mostrados em relagdo

a estrutura primdaria da Amma8. Estruturas secundarias estdo assinaladas em branco.

A natureza descontinua dos grupos fica evidente pela sua localizacdo na
estrutura tridimensional da proteina. A partir dos 16 segmentos preditos, PEPOP foi
novamente utilizado para automaticamente gerar peptideos que reconstituissem
potenciais epitopos descontinuos. As sequéncias geradas foram entdo sintetizadas

pela técnica de SPOT (tabela 9).
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Tabela 9: Lista dos possiveis epitopos descontinuos da Amm8 preditos por PEPOP e

sintetizados na membrana de SPOT. Aqueles que demonstraram reatividade com anticorpos

policlonais anti-Amm8 estao destacados.

#SPOT Sequéncia Composigdo (segmentos)
1 QAMPYGYFRNAYNEI KLK 10+11+4+5+6+7
2 RNAYNEI KLKESYKLKD 5+6+7+8+13+1
3 YFQMAPYGYYYNEI KLK 4+10+11+2+12+9+6+7
4 PYGQWAYYYENDI NRTK 11+10+12+2+4+3+15
5 NDI NRTKYYQWAPYGYF 3+15+2+12+10+11+4
6 NDI NRTKYYYNEI KLK 3+15+2+12+9+6+7
7 I KLKESNEYYYYFQAA 7+8+6+9+12+2+4+10
8 PYGQMYYYFRNAYNE 11+10+12+2+4+5+6
9 DHRTKYYYNEI KLKES 14+15+1+12+9+6+7+8
10 RTKYYYNEI KLKESYK 15+2+12+9+6+7+8+13
11 YKLKDYYYNEI KLKES 13+1+2+12+9+6+7+8
12 YYQAMPYGYFRNAYNE 2+12+10+11+4+5+6
13 YYYNE! KLKESYKLKD 2+1249+6+7+8+13+1
14 ESNEI KLKYKLKDYY 8+6+7+13+1+2+12
15 DHLKDYKESNEI KLK 14+1+13+8+6+7
16 LKDYKESNEI KLKDH 1+13+8+6+7+14
17 NEI KLKESYKLKDYY 6+7+8+13+1+2+12
18 PCRONDYFQMAPYGY 16+4+10+11+2
19 YNEI KLKESYKLKDY 9+6+7+8+13+1+2
20 RNAYNEI KLKESY 5+6+7+8+9
21 | KLKESNEYRNAY 7+8+6+9+5
22 LKDYKDH 1+13+14
23 DHLKDYK 14+1+13
24 YKLKDDH 13+1+14

Anticorpos policlonais anti-Amma8 foram utilizados para testar, em um mesmo

experimento, a membrana contendo os peptideos lineares derivados da sequéncia da

Amm8 e a membrana contendo os 24 peptideos derivados da predicao bioinformatica

feita por PEPOP.

Os anticorpos

anti-Amm8 foram

reativos com sete dos peptideos

“descontinuos-continuos” preditos e, nessas mesmas condi¢cdes, ndo foram capazes de

-85 -



»RESULTADOS

se ligar em peptideos continuos (figura 32). O mesmo padrdo de reconhecimento foi
observado quando se utilizou imunoglobulinas purificadas do soro anti-AmmS8.
Experimentos controle mostraram que a reatividade observada para a membrana
contendo os possiveis epitopos conformacionais ndo foi devida ao reconhecimento
pelo anticorpo secundario utilizado na revelacdo do ensaio ou a interacdo inespecifica,

uma vez que soro pré-imune ndao demosntrou reacdo com nenhum dos peptideos.

(A)

Anticorpo policlonal anti-Amm38

(B)

Membrana
Linear Amm8

123 4 6 13 15
? . > .

Anticorpo policlonal anti-Amm8

Membrana
conformacional
Amm38

Figura 32: Reatividade de anticorpos policlonais anti-Amm8 com peptideos lineares
sobrepostos das sequéncias da Amm8 e com peptideos conformacionais preditos por PEPOP.
(A) Membrana contendo peptideos lineares, demonstrando a auséncia de reacdo. (B)
Reatividade dos mesmos anticorpos, nas mesmas condi¢des, com os peptideos desenhados a

partir da predi¢do de PEPOP.

Na tabela 9, os peptideos que se mostraram reativos estdo destacados. Ndo foi
possivel identificar uma combinacdo Unica de segmentos especialmente associada com
a reatividade, uma vez que segmentos encontrados em peptideos reativos também

foram identificados em peptideos ndo-reativos.

Apds esta identificacdo, a localizacdo dos segmentos reativos foi feita no
modelo da estrutura 3D da Amm8. A figura 33 mostra que trés possiveis regioes
antigénicas podem ser definidas pela analise da posicdo dos peptideos reativos. A
regido “A” corresponde aos spots de nimero 2, 13 e 15. Os segmentos que compdem
a regido “A” compreendem a regido da a-hélice (segmentos 5-7), da folha-B1

(segmento 1), da folha-B2 (segmento 8 e 9), da folha-B3 (segmentos 12 e 13 e a volta B
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(segmento 14). A regido “B” foi definida pelos peptideos descontinuos continuos 1, 3 e
4. Todos estes peptideos incluem os segmentos 10 e 11, correspondendo a uma
grande regido de loop das a-toxinas. Outros segmentos também estdo presentes na
regido “B”, tanto da a-hélice (segmentos 5-7 nos peptideos 1 e 3), ou de regibes
menos estruturadas da proteina (segmentos 2 e 15 no peptideo 4). A regido “C” foi
definida por um Unico peptideo antigenicamente reativo, correspondente ao spot 6,
que contém segmentos da a-hélice (segmento 6 e 7) e da volta de 5-residuos
(segmento 3), a 22 e 32 fita-B (segmentos 9 e 12) e do C-terminal (segmento 15). E
importante ressaltar que um mesmo segmento pode estar presente em mais de uma
regido, mas isso € compativel com a visdo de que uma mesma proteina pode

apresentar regioes epitdpicas que se sobrepdem.
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Figura 33: Regides descontinuas antigénicas da Amm8, deduzidas a partir da localizagdo dos
segmentos reativos com os anticorpos policlonais de coelho anti-Amm8.(A) Peptideos
correspondentes aos SPOTs 2, 13 e 15 definem a regido denominada A. (B) Peptideos
correspondentes aos SPOTs 1, 3 e 4 definem a regido B. (C) O peptideo 6 define a regido C. (D)
Segmentos expostos mostrados em relagdo a estrutura primaria da Amm8.Amm8 Estruturas

secundarias estdo assinaladas em branco.
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Uma vez que foi previamente demonstrado que o soro anti-Amm8 reage
cruzadamente com a AaH2 e é capaz de neutralizar a toxicidade desta potente toxina
in vitro e in vivo, desenhamos uma série de peptideos descontinuos-continuos a partir
da estrutura 3D da AaH2, utilizando novamente o PEPOP. Encontramos que o soro
anti-Amm8 reagiu cruzadamente com sete dos peptideos desenhados (figura 34), mas
ndo sdo capazes de reconhecer nenhum dos peptideos continuos sobrepostos

derivados da sequéncia de aminoacidos da AaH2.

(A)

Anticorpo policlonal anti-Amm8 4 5 7 1 12 15

Membrana
conformacional
AaH2

20

(B)

Anticorpo policlonal anti-Amm8 N-ter

Membrana
Linear AaH2

<+— C-ter

Figura 34: Reatividade de anticorpos policlonais anti-Amm8 com peptideos lineares
sobrepostos das sequéncias da AaH2 e com peptideos conformacionais preditos por PEPOP.
(A) Membrana contendo peptideos conformacionais preditos por PEPOP para a AaH2,
demonstrando a rea¢do cruzada com os anticorpos anti-Amm8.Amm8 (B) Membrana
contendo peptideos lineares sobrepostos derivados da sequéncia primdria da AaH2,

demonstrando a falta de reatividade cruzada.

A tabela 10 mostra a sequéncia e a composi¢cao dos spots reativos de sequéncia
derivada da AaH2 com que reagiram com os anticorpos anti-Amm8. Com excecado dos
peptideos 12 e 15, que sdo homdlogos aos peptideos 13 e 15 preditos a partir da

estrutura modelada da AmmS8, todos os outros peptideos foram diferentes.
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Tabela 10: Lista dos epitopos descontinuos preditos a partir da AaH2, reativos com os

anticorpos policlonais anti-Amm8 por SPOT.

#SPOT Sequéncia Composigdo (segmentos)
4 PYGQAMGRNAYNETKLK 11+10+5+6+7
5 QAAPYGERNAYNETKLK 10+11+5+6+7
7 DDVTYFGRNAYNETKLK 3+4+5+6+7
11 YYTYFGRNAYNETKLK 12+2+4+5+6+7
12 YYYNETKLKESYKVKD 2+12+9+6+7+8+13+1
15 DHVKDYKESNETKLK 14+1+13+8+6+7
20 DDVTYFRTKGPGRCH 3+4+15

A figura 35 mostra os segmentos que correspondem aos peptideos reativos,
arranjados no contexto da estrutura 3D da AaH2. Peptideos 4, 5, 11, 12 e 15
correspondem as regioes antigénicas “A” e “B” que foram anteriormente definidas na
estrutura tridimensional da proteina Amm8: os anticorpos demonstraram maior
ligacdo com os segmentos advindos da a-hélice, fitas-B 1 e 2. De maneira diferente,
entretanto, dois peptideos da AaH2 (7 e 20), compartilharam segmentos pertencentes

ao dominio C-terminal da AaH?2.
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spot #20

spot #11

spot #12

Figura 35: Localizagdo dos peptideos reativos por SPOT, localizados na estrutura 3D da AaH2
(PBD: 1AHO). (A) Peptideos 4, 5, 7, 12 e 15 se encontram em regides previamente mapeadas

na Amm8.Amm8 (B) Peptideos 11 e 20 demonstram o envolvimento da por¢do C-terminal da

AaH2.AaH2
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Na tentativa de evidenciar se os anticorpos que apresentaram reagao cruzada
poderiam estar envolvidos nas propriedades neutralizantes dos anticorpos anti-Amm8,
trés dos peptideos descontinuos-continuos antigénicos (peptideos 12 e 15 da regido
“A” e peptideo 4 da regido “B” foram sintetizados em sua forma soluvel, acoplados a
uma proteina carreadora, no caso o KLH (“key limphet heamocyanin”) e utilizados para
imunizar camundongos C57BL/6. Apds o ciclo de imuniza¢des, uma pequena resposta
contra a AaH2 foi observada no grupo de animais que recebeu o peptideo 12. Animais
dos outros grupos ndao manifestaram resposta estatisticamente relevante contra a
toxina, mesmo que uma resposta anti-peptideo tenha sido observada no grupo

imunizado com o peptideo 15.

2,5

15

Abs 492 nm

0,5

0 i
Pep 4 - KLH Pep 12 - KLH Pep 15 - KLH

Figura 36: Reatividade, medida por ELISA, do soro de camundongos C57BL/6 imunizados com
os peptideos da AaH2 reativos por SPOT com anticorpos policlonais anti-Amm8. As barras
brancas representam a reatividade frente ao KLH. As barras pretas representam a reatividade
frente ao peptideo relacionado. As barras cinzas representam a reatividade frente a toxina
AaH2.AaH2 A placa foi sensibilizada com 100 pl de solucdo contendo 10 pg/ml de cada um dos
antigenos citados acima. Os resultados sdo expressos como a média duplicata da absorbancia
dada pela diluigdo de 1:100 do soro dos camundongos. O asterisco indica que a reatividade dos
anticorpos anti-Pep12 foi significativamente maior do que aquela com anti-Pep4 (p=0.0274) e

com anti-Pep15 (p=0.0290).
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Animais dos trés grupos foram desafiados com uma dose letal da toxina AaH2
purificada correspondete a 3,4 DL50. Nao foi possivel detectar neutralizacdo nos
grupos que receberam como imundgenos os peptideos 4 e 15, carreados ao KLH, como
imundgeno, o que foi consistente com o ensaio de ELISA. Uma leve protecdo parece
ter ocorrido no grupo que recebeu o peptideo 12 (1/4, ou 25%), também condizente

com a sua resposta fraca anti-AaH2 obtida em ELISA.

Tabela 11: Desafio in vivo de camundongos C56BL/6 imunizados com peptideos conjugados

com a toxina AaH2.

Grupo Imunédgeno Sobrevivéncia
1 Pep4-KLH 0/4
2 Pep12-KLH 1/4
3 Pep15-KLH 0/4

4.3. AaH2

Visando um uso mais refinado do programa PEPOP e uma consequente
validacdo do método, os idealizadores do programa propuseram a utilizacdo de
anticorpos monoclonais para o estudo de epitopos descontinuos preditos por
bioinformatica. O monoclonal 4C1, desenvolvido por Bahraoui e colaboradores em
1988, foi escolhido. Além de ser dirigido contra o arquétipo das a-toxinas, a AaH2, é
um anticorpo que ja foi caracterizado anteriormente, estando disponiveis dados para a
comparacdo dos resultados obtidos. Além disso, seu alto poder neutralizante da
atividade tdéxica do veneno de A. australis, desperta o interesse para que o0s

mecanismos envolvidos nesta neutralizacdo sejam elucidados.

O programa PEPOP passou por algumas reformulagdes e passou a contar com
outras ferramentas para a montagem de peptideos a partir dos segmentos preditos,
justificando-se a realizacdo de nova predicdo para a toxina AaH2. Enquanto a predicao
feita para o estudo dos possiveis epitopos dos anticorpos policlonais anti-Amm8

contava apenas com os métodos “Nearest Neighbours” (e sua versdao Otimizada) e
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“Nearest Flanking” (e sua versao Otimizada), esta nova predigdo contou com novos
métodos, que foram criados visando um design de peptideos que se aproxime ao
maximo da conformacao tridimensional real da proteina. Assim, nesta nova versao do
programa, é possivel a inversdo da sequéncia dos segmentos e a adicdo de
espacadores entre os segmentos. Para a criacdo da matriz de distancia foram
considerados os segmentos presentes em um raio de 10 A, além dos outros métodos ja

descritos.

Nesta nova predicao, foram selecionados 16 segmentos e, a partir deles, PEPOP
propds 116 sequéncias diferentes. Estas sequéncias foram também sintetizadas pelo
método de SPOT e foram entdo testadas com o mAb 4C1, gentilmente cedido pelo

grupo da Dra. Marie-France Martin Eauclaire.

Tabela 12: Segmentos accessiveis da AaH2, preditos e agrupados por PEPOP e sua posi¢do na

sequéncia linear da proteina.

Agrupamento #Segmento  Tamanho Sequéncia Posicao
16 5 PGRCH 60 - 64
3 3 DoV 8-10
12 1 Y 47 - 47
15 3 RTK 56 - 58
2 1 Y 5-5
10 3 QM 37-39
11 4 PYGN 41- 44
4 3 TYF 13-15
1 3 VKD 1-3
13 2 YK 49 - 50
14 2 DH 53-54
5 5 GRNAY 17-21
6 2 NE 23-24
7 4 TKLK 27-30
8 2 ES 32-33
9 1 Y 35-35
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A membrana contendo os peptideos preditos pela nova versdo do PEPOP, ao
ser testada com 10 pg/ml do anticorpo monoclona mAb 4C1, apresentou apenas um
spot reativo (figura 37). Este resultado foi confirmado e repetido utilizando-se duas

metodologias de deteccdo, por fosfatase alcalina (figura 37-A) e por ECL (figura 37-B).

A sequéncia deste SPOT foi identificada como PYGNAAWQAAY. Este peptideo
corresponde a trés segmentos aparentemente expostos da toxina: o segmento 11
(PYGN), o segmento 10 invertido (de QWA a AWQ) e o segmento 9 (Y), sendo que
espacadores de alanina foram adicionados automaticamente entre os segmentos da
sequéncia predita pelo programa PEPOP, visando melhor adequar a disposi¢ao dos
segmentos a maneira como estariam relacionados na estrutura 3D da proteina. Outros
peptideos preditos a partir da AaH2 contendo o segmento PYGN combinado a outros
residuos aromdticos ou carregados (sabidamente susceptiveis a interacbes ndo

especificas) ndo foram reativos.
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Tabela 13: Sequéncia de aminoacidos dos 116 peptideos preditos por PEPOP a partir da

estrutura 3D da AaH2.

COoONOUA WNR

NNNNNNNNNRRRRRIR SRR [RB#R
coONOUBA,WNROOUOKNOUEL,WNEREO

29

LU unuuuunuunbbb,BEBEBRERBREARERRARRBWWWWWWWWWW
O NOUBAWNRERPOUOUOMNOUAEWNROOVONOUE, WNRELO

Sequéncia
VKDYKESNETKLKDH
VKDAYKAAESANETKLKDH
DHVKDYKESNETKLK
DHAAVKDAYKAAESNETKLK
TKLKDHVKDYKESNE
TKLKAAADHAAVKDYKESNE
VKDAYKAAESANE
ESYKDHVKDY
VKDAYKAADH
YYYNETKLKESYKVKD
YAYAAYAANEATKLKESYKVKD
YKDHRTKYYYNETKLK
YKAADHAARTKYYYNETKLK
YAYAAYAANEATKLK
YYYRTKTYF
YAAYAYAARTKTYF
DDVTYFGRNAYNETKLK
DDVAAATYFAAGRNAYNETKLK
DHRTKDDVTYFGRNAY
DHAARTKAAADDVTYFGRNAY
DDVTYFNGYPAWQYNE
DDVAAATYFAANGYP
DDVRTKPGRSHTYF
RTKAAADDV
TYFGRNAYNETKLKES
TYFAAGRNAYAANETKLKES
YYTYFGRNAYNETKLK
YAYAATYFAAGRNAYNETKLK
TYFNGYPAWQYNETKLK
TYFAANGYPAAAWQ
PYGNYYTYF
PYGNAAAYAYAATYF
GRNAYNETKLKESYK
GRNAYAANEATKLKESYK
PYGNGRNAYNETKLK
PYGNAAGRNAYNETKLK
GRNAYENSEKYDKVDH
GRNAYAAENASE
GRNAYYNE
GRNAYAAYAANE
NETKLKESYKVKDYY
NEATKLKAAESYKVKDYY
VKDESNETKLKYKDH
VKDAAAESANETKLKYKDH
NEATKLKAAES
GRNAYNETKLKESYY
GRNAYAANEATKLKESYY
TKLKESNEYYYTYFGRNAY
TKLKAAESANEYYYTYFGRNAY
GRNAYNETKLKESYYYTYF
GRNAYAANEATKLKESYYYTYF
TKLKESNEYANRGNGYP
TKLKAAESANE
YKESNETKLK
YKAAESANEATKLK
ESNETKLKYKVKDYY
ESANEATKLKAAAYKVKDYY
ESNETKLKKYDKVDH
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Sequéncia
ESANEATKLKAAKY
YYYKESNETKLK
YAAYAAYKAAESNETKLK
YNETKLKESYKVKDY
YAANEATKLKAAESYKVKDY
RTKYYYNETKLKESYK
RTKAAYAYAAYNETKLKESYK
YAANEATKLKAAES
GRNAYNEESYYYQWA
GRNAYAANEAAAESYYYQWA
QWAPYGNGRNAYNETKLK
QWAAAPYGNAAGRNAYNETKLK
YYQWAPYGNGRNAYNE
YAAYAAQWAAAPYGNGRNAYNE
QWANGYPTYFGRNAY
QWAANGYPAAATYF
YYQWAPYGN
YAAYAAQWAAAPYGN
PYGNQWAGRNAYNETKLK
PYGNAAQWAAAAGRNAYNETKLK
PGRSHP YGNQWAGRNAY
PGRSHAAAPYGNQWAGRNAY
PYGNAWQYNETKLKES
PYGNAAWQAAY
QWAPYGNTYF
QWAAAPYGNAATYF
YKESYYYTYFGRNAY
YKAAESAAYAAYYTYFGRNAY
YYKTRHDVKDYKESNE
YAYAAKTRAAHD
YKESNEYYYTYFQWA
YKAAESANEAAAYYYTYFQWA
YKVKDYYYNETKLKES
YKAVKDAAYAYYNETKLKES
YKAVKDAAYAY
TKLKESYKVKDY
TKLKAAESAAYKVKDY
DHRTKYYYNETKLKES
DHAARTKAAYAYYNETKLKES
TKLKVKDYKDHRTKYY
TKLKAAAVKDAYKDHRTKYY
TKLKDHRTKYYYKVKD
TKLKAAADHAARTKYYYKVKD
DHAARTKAAYAY
VKDDHRTK
VKDAAADHAARTK
VKDYKDHRTKYYYNE
VKDAYKAADHAARTKYYYNE
RTKAAYAYAAY
DHRTKYDDV
DHAARTKAAYAAADDV
PGRSHTYFGRNAYNE
PGRSHAATYFAAGRNAYNE
RTKPGRSHTYFGRNAY
RTKAAPGRSHAATYFGRNAY
PGRSHTYFNGYPAWQ
PGRSHAATYFAANGYP
DDVPGRSHPYGN
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MADb 4C1

Membrana
conformacional AaH2

Revelagdo com Fosfatase Alcalina

(B)

MADb 4C1

Membrana
conformacional AaH2

Revelagdo com ECL

Figura 37: Reatividade do anticorpo monoclonal anti-AaH2 4C1 com a membrana contendo
116 peptideos derivados da estrutura da AaH2, a partir de predigdo feita por PEPOP . O
anticorpo foi utilizado a 10 pg/ml, quantidade capaz de neutralizar a atividade tdxica da
AaH2.AaH2 (A) Revelagdo com anticorpo anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina, diluido
1:2000. (B) Revelacdo pela metodologia de ECL, com anticorpo anti-mouse conjugado a

peroxidase, diluido também 1:2000.

Figura 38: Localizacdo espacial do peptideo descontinuo identificado na superficie da
estrutura tridimensional resolvida da AaH2. Cada aminoacido estd destacado em cor

diferente.
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Para avaliar a especificidade da reacdao detectada entre o mAb 4Cl1 e o
peptideos mapeado, a membrana contendo os peptideos preditos por PEPOP para a
AaH?2 foi testada com outros anticorpos: o anticorpo secundario utilizado nos sistemas
de deteccdo, conjugado a peroxidase ou a fosfatase alcalina; o monoclonal mAb 9C2,
dirigido contra a toxina AaH1, sendo esta também uma a-toxina presente no veneno
de A.australis; e um anticorpo monoclonal ndo relacionado (anti —proBNP. Ndo foi

possivel observar reacdo com nenhum destes anticorpos citados com a membrana.

(A)
o -
z Anti-mouse IgG
o<
cm
g5
Q0 .=
f
25
“g' Revelagdo com Fosfatase Alcalina
o
(B)
£ | MAb 9C2
T
o
cwm
g5
Q.=
f
=5
§ Revelagdo com Fosfatase Alcalina
(C)
2 | MADb anti-ProBNP
(5]
ol
cm®
g5
0 .=
f
=5
s Revelagdo com Fosfatase Alcalina
o

Figura 39: Controle da reatividade da membrana conformacional AaH2, testada com outros
anticorpos, seguindo o mesmo protocolo. (A) Teste apenas com anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina, diluido 1:2000. (B) Teste com o anticorpo
monoclonal anti-AaHI 9C2, a 10pg/ml. (C) Teste com anticorpo monoclonal ndo relacionado

(anti-BNP), a 10ug/ml.

Como mais um controle, o mAb 4C1 também foi testado para verificar a sua

reatividade em outras membranas, uma contendo peptideos lineares derivados da
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sequéncia da AaH2, e outra com peptideos derivados de predicdo de epitopos
descontinuos feita por PEPOP para a toxina AaH1. Nenhuma reacdo foi detectada com
nenhuma das membranas, demonstrando mais uma vez o carater especifico da
interacdo com regido mapeada. Além disso, a falta de reatividade do mAb 4C1 com
peptideos lineares confirma mais uma vez que seu epitopo deve ser realmente

descontinuo.

(A)

Mab 4C1

-~
Revelagédo com fosfatase alcalina

(B)

Membrana
Linear AaH2

Mab 4C1

Membrana
conformacional AaH1

Revelagdo com fosfatase alcalina

Figura 40: Controle da reatividade do anticorpo monoclonal 4C1, seguindo o mesmo
protocolo. (A) Teste com a membrana contendo peptideos lineares sobrepostos cobrindo toda
a sequencia primaria da AaH2. (B) Teste com a membrana contendo peptideos

conformacionais, preditos por PEPOP, derivados da estrutura do modelo 3D da AaH1.

Visando identificar os residuos que seriam importantes para a ligacdo entre o
peptideo mapeado e o monoclonal, um ALA-Scan foi realizado (figura 41). A membrana
sintetizada foi testada com 10 pg/ml do mAb 4C1. Foi possivel detectar que os
peptideos 7, 8 e 10, correspondentes a analogos que apresentam, respectivamente, os
aminoacidos Q, W e A (espacador artificialmente adicionado a sequéncia por PEPOP),
alterados. Isto indica a importancia destes residuos para a interagdo com o mAb 4C1.
Conforme esperado, o mAb 4C1 reagiu com o peptideo controle, contendo a sequéncia

PYGNAAWQAA, e com os peptideos de 1-8. A substituicdo do segundo espacador
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também reduziu a interacdo do peptideo com o anticorpo, sugerindo que a

distribuicdo especial correta é importante para o reconhecimento.

100 i
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60 |
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Figura 41: Grdfico de reatividade e membrana de ALA-Scan do peptideo identificado, testada
com mAb 4C1. A reatividade foi medida pela quantidade de pixels por drea, no programa
Imagel. A sequéncia original do peptideo foi utilizada como controle positivo (C+) e a sua
medida correspondeu a 100% de reatividade, a partir da qual a reatividade dos demais spots

foi calculada.

Uma série de peptideos controles manualmente definidos, para mais uma vez
assegurar a especificidade da rea¢do, também foram sintetizados em membrana de
SPOT. Sado eles: peptideo contendo a mesma sequéncia do peptideo reativo, porém
sem a inversdo do segmento QWA (PYGNAQWAAAY - spotl); peptideo contendo a
mesma sequéncia do peptideo reativo, porém sem os espacadores de alanina
(PYGNAWAQY - spot 2); peptideo sem a inversao do segmento e sem os espacadores de
alanina (PYGNQWAY - spot3); peptideo contendo o mesmo contelddo de aminodcidos,
porém em ordem aleatdria (AAYYWPAGQNA — spot 4); e peptideos selecionados na
face oposta da toxina AaH2 (DHAARTKAAYAYAAY — spot 5 / PGRSHAATYFAANGYP —
spot 6 / VKDAYKAAESANE — spot 7 / YKAVDAAYAYAAT- spot 8 / GRNAYAAENATKLK —
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spot 9) (tabela 14). Nenhum destes controles apresentou reacdo com o monoclonal,
mais uma vez confirmando a especificidade de ligagdo e a importancia do arranjo

correto entre os segmentos para que haja interacao (figura 42).

Tabela 14: Lista dos peptideos controles do peptideo descontinuo identificado, sintetizados

em membrana de SPOT.

Sequéncia Modificagdo

1 PYGNAQWAAAY Segmento QWA sem inversao
2 PYGNAWQY Segmentos sem adigio de espacgadores
3 PYGNQWAY Segmentos sem adi¢do de espacgadores e segmento QWA sem inversdo
4 AAYYWPAGNA Mesmo conteido de aminodacidos em sequéncia aleatdria
5 DHAARTKAAYAYAAY Peptideo predito ndo reativo
6 PGRSHAATYFAANGYP Peptideo predito ndo reativo
7 VKDAYKAAESANE Peptideo predito ndo reativo
8 YKAVIDAAYAYAAT Peptideo predito ndo reativo
9 GRNAYAAENATKLK Peptideo predito ndo reativo

100
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% Reatividade
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20
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C+ 1 2 3 4 5

Figura 42: Grdfico de reatividade e membrana de controles do peptideo descontinuo
identificado, testada com o MAb 4C1. A reatividade foi medida pela quantidade de pixels por
area, no programa Imagel. A sequéncia original do peptideo descontinuo foi utilizada como
controle positivo (C+) e a sua medida correspondeu 4 100% de reatividade, a partir da qual a

reatividade dos demais spots foi calculada.
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Uma vez atestada a especificidade de interacdo entre o mAb 4C1 e o peptideo
PYGNAAWQAAY, este foi sintetizado em fase soluvel para ser utilizado em
experimentos de competicdo e imunizacdo. Um peptideo controle, de sequéncia
correspondente ao peptideo 9 da membrana de controles (GRNAYAAENATKLK)

também foi sintetizado para ser utilizado como controle negativo nos experimentos.

Primeiramente foi realizada uma ELISA de competicdo. Neste ensaio, o mAb
4C1 foi pré-incubado com diferentes concentracdes do peptideo identificado, do
peptideo controle e da toxina AaH2. A incubacdo se procedeu conforme descrito em
Materiais & Métodos, e logo apds a mistura mAb 4C1 mais peptideo reativo, peptideo
controle ou AaH2 foi adicionada em placa de ELISA previamente sensibilizada com a
AaH2 a 1 pg/well. Desta maneira, a fragdo de mAb 4C1 que ndo se ligou durante a
incubacdo estaria disponivel para se ligar na placa. Conforme esperado, a AaH2 foi
capaz de competir com ela mesma, e o peptideo controle ndo competiu com a toxina
pelo sitio do monoclonal. Apesar de certa especificidade de ligacdo ter sido observada
no modelo de SPOT para o monoclonal e o peptideo identificado, em fase soltuvel este

mesmo peptideo ndo foi capaz de se ligar ao anticorpo (figura 43).
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Figura 43: ELISA de competicdo do MAb 4C1 com o peptideo descontinuo. Como controle
positivo foi utilizada a prépria toxina AaH2 e como controle negativo, um peptideo predito na
face oposta da toxina, pep9, utilizado no SPOT de controles negativos. A placa foi sensibilizada
com 0,4ug/ml da toxina AaH2. 0,55 pg/ml do MAb 4C1 foram incubados por 1h a 37°C com

guantidades crescentes de peptideo ou toxina.

O peptideo sintetizado em sua forma soluvel, acoplado a uma proteina
carreadora (KLH) foi utilizado para imunizar camundongos C57BL/6. Apds o ciclo de
imunizacbGes, ndo foi possivel observar a producdo de anticorpos especificos. O
peptideo controle gerou resposta humoral especifica, mas estes anticorpos nao

reagiram cruzadamente com a toxina AaH2.

Um novo protocolo de imunizacao foi realizado, desta vez, porém, utilizando os
peptideos encapsulados em lipossomas. Este protocolo também se mostrou ineficiente

em incitar resposta de anticorpos ao peptideo.
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Figura 44: ELISA do soros de camundongos imunizados com o peptideo descontinuo
identificado, produzidos segundo diferentes metodologias. O par mAb 4C1 e AaH2 foram
utilizados como controle positivo. Para favorecer a ligacao dos peptideos na placa, estes foram
acomplados a OVA via glutaraldeido. A placa foi sensibilizada com 1ug/well de cada espécie
testada (peptideos descontinuo e controle sozinho, peptideos descontinuo e controle ligados a

OVA e AaH2) os soros testados diluidos 1:100. O mAb 4C1 foi utilizado a 0,55 pg/ml.

O algoritomo EPITOPIA, que se propde a predizer o poténcial imunogénico de
cada residuo da proteina, demosntrou que, apesar da regido PYG possuir uma
propensdo a ser imunogénico, o W mapeado foi identificado como tendo baixa
propensdo a imunogenicidade, o que pode explicar os resultados obtidos na

imunizacao.

-104 -



»RESULTADOS

1 11 21 31 41

VKDGIEiVDDV NETE¥FEGIND FCIEEETKLK G5 Ipy
bebeb beeeb bebebee bbbb

51 61

LPDHVRTKGP [Sile:ile

b

Legend:

The immunogenicity scale:

M 3 ¢« =

Low  Average High

- A predicted exposed residue.
b - A predicted buried residue.

Figura 45: Predigdo da imunogenicidade da AaH2 feita por EPITOPIA. Os residuos

componentes do peptideo descontinuo identificado estdo destacados em vermelho.

4.4. Ts3

No periodo transcorrido entre a ultima predicdo feita para a AaH2 e o inicio
desta parte do trabalho, novas metodologias para a proposicdo de peptideos foram

incorporadas ao PEPOP.

Baseado na teoria matematica dos grafos para resolucdo de problemas
complexos, novos algoritmos foram propostos para otimizar a conexdao entre os
elementos possivelmente epitopicos da superficie da proteina. Nos métodos criados a
partir destes novos algoritmos, além seriam utilizados os segmentos propostos pelo

programa, pode-se utilizar os aminoacidos individuais expostos da proteina.

Outra metodologia, baseada na teoria do Alfabeto Estrutural, que descreve a
estrutura local de uma proteina, proposto pelo grupo do Dr. Alexandre de Brevern
(ETCHEBEST ET AL., 2005), também foi adicionada. Ela propGe a adicdo de aminoacidos

como espacadores para a ligagdo dos segmentos propostos pelo programa. O
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aminodcido escolhido para fazer a ligagao seria aquele cuja adigao melhor adequaria a
estrutura tridimensional do peptideo a sua conformacao original na proteina nativa.
Tabela 15: Segmentos accessiveis da Ts3, preditos e agrupados por PEPOP e sua posi¢do na

sequéncia linear da proteina.

Agrupamento #Segmento Tamanho Sequéncia Posi¢do
10 1 K 32-32
11 2 DS 34-35
8 3 DKL 25-27
9 2 KD 29-30
6 5 VNYDN 17-21
7 1 Y 23-23
1 3 KKD 1-3
15 1 Y 48 - 48
12 1 Y 37-37
13 5 YWH 39-43
14 1 Y 46 - 46
2 1 Y 5-5
5 2 Yl 14-15
16 17 PDSEPTKTNGKCKSGKK 51-67

2 EY 8-9
4 1 N 11-11

Os métodos anteriormente disponiveis em PEPOP foram mantidos e a partir da
combinagdao de todos eles, foram determinados 16 segmentos de potencial
antigenicidade na molécula de Ts3 (tabela 15), combinados em 334 peptideos
diferentes. Alguns desses peptideos apresentaram sequéncias muito longas, o que
inviabilizaria a sua sintese confidvel pelo método de SPOT. Foram entdo selecionados
os peptideos preditos de até 20 aminodcidos para a sintese em mebrana de SPOT,

resultando um total de 260 peptideos (tabela 16).

Para garantir a especificidade das ligagdes mapeadas, os anticorpos
secunddrios a serem utilizados no mapeamento (anti-lgG de Coelho conjugada a
fosfatase alcalina e anti-IgG de Camundongo conjugada a fosfatase alcalina) foram
testados sozinhos com a membrana, para descartar possiveis reagdes cruzadas. Nao foi
possivel detectar spots reativos. Outro ensaio, utilizando soro pré-imune de coelho

também foi realizado, sem que nenhuma reacgao significativa fosse detectada (figura
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46). Como mais uma maneira de assegurar a especificidade observada nas interacdes
possivelmente detectadas, em todos os ensaios os tampdes utilizados foram
modificados para apresentarem concentragdo salina cinco vezes maior. A maior forca

ibnica do tampao diminui a possibilidade de verificar-se interagdes inespecificas.

A partir destas condigOes estabelecidas, a membrana de spot contendo os
peptideos preditos para a Ts3 foi testada com soro de coelho imunizado com veneno
total de T.serrulatus. Nesses imunoensaios, ndo foi obtida reacdo intensa, porém foi
possivel distinguir spots claramente reativos (figura 47). Todos os ensaios foram

repetidos para assegurar a veracidade dos resultados obtidos.
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Tabela 16: Lista dos possiveis epitopo descontinuos da Ts3 preditos por PEPOP e sintetizados

na membrana de SPOT.

# SPOT

O oONOOUHA WNER

D DB P DHDPEPDEPE,PEPAEDHBDWWWWWWWWWWNNNNNNNNNNRRRRRRRRR R
OWONOULE,WNREROOVUOMNOUL, WNREROOLVONOOUELDWNROOLOKNOGOUAWNRDO

L I I I Y Y O Y )
NoubhWNRO

58

o o) O Ul
v & WNERL OO

Sequéncia
KKDYDSDKLY
KKDAYAADSAADKLAY
KKDPP YGDSP QDKLY
YYYDKLYWNYDN
YYYPQDKLYWNYDN
EYNYIWNYDN
EYAANAAAYIAAWNYDN
EYENVYIPWNYDN
NEYYIWNYDN
NAEYAAAYIAAWNYDN
NEYDYIPWNYDN
YIWNYDNYDKL
YIAAWNYDNAAYAADKL
YIPWNYDNYDKL
WNYDNYDKLKD
WNYDNAAYAADKLAAKD
YDKLKDKDSY
YDKLKDKCDSPY
DKLYWNYDNY
DKLAYAAWNYDNAAAY
DKLYWNYDNFVY
KDKDSYYYYI
KDKCDSVYGVYYYI
KKDDKLYWNYDN
DSYYYYIWNYDN
DSVYGVYYYIPWNYDN
YYYYWNYDN
YAAYAYAAYIAAWNYDN
YYYYIPWNYDN
YWVHIYYYDKL
YWVHIYYYP QDKL
YYYIWNYDNY
YAYAAYIAAWNYDNAAY
YYYIPWNYDNY
YDSDKLYWNYDN
YGDSP QDKLYWNYDN
PDSEP TKTNGKCKSGKKN
KKDSYSDSFDKLKY
YQYQYIDKLKYHWNYDN
EYTNGYISWNYDN
NMEYSYISWNYDN
YISWNYDNCYCDKL
WNYDNCYCDKLCKD
YCDKLCKDVKSDSSY
DKLKYHWNYDNKY
KDVKSDSSYSYKYKYI
KTKDVDKLKYHWNYDN
DSSYSYKYKYISWNYDN
YQYQYGYISWNYDN
YWVHIKYQYQYIDKL
YSYTYISWNYDNCY
YSDSFDKLKYHWNYDN
YYYDKLYNDYNW
EYNYIHVWY
EYAANAAAYIAAIHVWY
YIHVWYYYDKK
WNYDNYLKDSD
WNYDNAAYALKDAASD
YLKDSDYDKK
YALKDAASDAA YADKK
DKLYNDYNWIY
DKLAYAANDYNWAAIY
KKDLKDSDYDKK
YWVHIYYYY
YWVHIAAIYAAYAYAAY

#SPOT

66
()
(3]
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
:73
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

Sequéncia
YIWNYDNDKLY
YIAAWNYDNAADKLAY
YIPWNYDNDKLY
YDKLYWNYDN
YAADKLAYAAWNYDN
YPQDKLYWNYDN
WNYDNYDKLKDK
YISWNYDNLDKLKY
YIDKLKYHWNYDN
WNYDNCYCDKLCKDVK
KDKKKDYDSDKL
KDKKKDPPYGDSP QDKL
YKKDYYYDKL
YKKDYYYP QDKL
YYEYNYIWNYDN
YYEYENVYIPWNYDN
YYNEYYIWNYDN
YYCSNEYDYIPWNYDN
DSDKLYWNYDN
DSAADKLAYAAWNYDN
DSPQDKLYWNYDN
YPQDKLKDKCDSPY
KKDYKKDDKL
KKDAYAAKAKDAAADKL
KKDP P YKKDDKL
DKLKDKDSYYY
DKLKDKCDSVYGYY
KKDYDSYYYYI
KKDPPYGVDSYYYYI
YYYWVHIYYI
DSYYYYIPWNYDN
KKKDYDSDKL
KAAAKKDAYAADSAADKL
KKKDPP YGDSP QDKL
KDVKAKKDSYSDSFDKL
YKKKDP YQYQYIDKL
YSYKEYTNGYISWNYDN
YTYLNMEYSYISWNYDN
YTYGYISWNYDNCY
DSNDKLKYHWNYDN
YIDKLCKDVKSDSSY
KKDSYKKTKDVDKL
DKLCKDVKSDSSYSYKY
KKDSYSDSHYQYQYGYI
YQYRYWVHIKYGYI
DSHYQYQYGYISWNYDN
KAKKDSYSDSFDKL
KKDYDSDKLKDK
KKDPPYGDSP QDKLKDK
KKDYYYYDKL
KKDVYGVYYYP QDKL
EYNYYYWNYDN
EYENVYYYIPWNYDN
DKLKDKKKDY
DKLAAKDAKAAAKKDAY
DKLKDKKKDPY
YYYDSDKLKDK
YYP YGDSP QDKLKDK
YIYYYYWVHI
YIAAAYAYAAYAAYWVHI
KKDYDSDKLK
KKDAYAADSAADKLAAAK
KKDPP YGDSP QDKLK
KKDSYSDSFDKLCKDVK
KKDSYSYQYQYIDKL

#SPOT

131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

Sequéncia
EYTNWYQYRYISWNYDN
DKLCKDVKAKKDSY
YQYHYSDSFDKLCKDVK
YIRYQYQYSYWVHI
KKDSYSDSFDKLYK
KDSYKKDY
KAADSAAYAAKKDAAY
KCDSPYKKDY
YYYWVHIYIY
YAYAAYWVHIAAAYIAAY
YYYWVHIYIPTY
YYYIWNYDNYDKLKD
YYYIPWNYDNYDKLKD
KDKDSDKLY
KDAKAADSAADKLAY
KDKCDSPQDKLY
DSYYYDKLYWNYDN
DSVYGYYPQDKLYWNYDN
YIYYWVHI
YIAAAYAAYWVHI
KKKDYDSYYY
KKKDPPYGVDSYYY
KSDSSYKKKDPY
YQYRYWVHIKYIKY
KDVKSDSTDKLKY
YIRYRYWVHI
KAKKDSYSDSHYQYQY
KDKDSDKL
KDSDKLKD
DSDKLKDK
DKLKDKDS
YYYWVHIY
YYWVHIYY
YWVHIYYY
YYYYWVHI
PDSEPTKTNGKCKSGKK
DKLKDKDSYKKD
YYDKLKDKDS
YYYDKLKDKDS
KKDYYYDKLKD
YYYYWVHIYI
DSYYYYWVHI
YWVHIYYIWNYDN
YIWNYDNDKL
KKDYYYYWVHI
EYYIWNYDNY
EYKDKKKDYDS
YWNYDNDKLKD
WNYDNDKLKD
KKDYYYYWNYDN
YWVHIYIWNYDN
WNYDNYYYYWVHI
KKDYDSYYYWVHI
DSLKDKDK
LKDKDKDS
KDKDSLKD
KDSLKDKD
IHVWYYYY
YYYHVWY
YYIHVWYY
YIHVWYYY
DKLKDKDSYDKK
KKGSKCKGNTKTPESDP
IYIHVWYYYY
NDYNWYLKDKD
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196
197
198
199
200
201
p117]
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
pLX]
244
245
246
247
248
pLL)
250
251
252
253
254
255
256
257
258
P )
260

Sequéncia
LKDKDSDYYY
NDYNWYLKDDK
YLKDDKKSDY
NDYNWYDKLKD
KKDYDSYYYIY
YNDYNWYIVE
DKDKLYNDYNW.
DSYDKKKDKDKL
YDKKKDKDKL
SDYDKKKDKYE
NDYNWIHVWY
IYYYYDSYDKK
YWVHIWNYDN
YYYIYYWVHI
PESDPKKDYS
YDKKPDSEPT
KGSKCKGNTK
GSKCKGNTKT
SKCKGNTKTP
NNDYYYWVHI
YWNYYYWVH
SDKKDLKDDN
NDDKLDKKDS
PKKDYSDKKD
DKKDSYDKKP
TPESDPKKDY
WNYYYYWVH
IHVWYYYNWY
YWNYWVHIIY
CKKGNTKTYY
SKCKGNTKPT
PDSEPTKTNG
SEPTKTNGKC
KTNGKCKSGK
YYYWVHI
WNYDNYDKLKDKDSYYY
KKDLKDSD
KKDYSDKDLKDYYY
WNYDNYLKDYYWVH
KKKDSYKKDS
ENKTYYYDKKK
KKKDYYYTKNCKS
KKKDYYYTKNCKSGKK
PEPTKNCKSGKK
KKKDYYYTKNCKSG
KKDDYNW
DYSDDYNW.
WNYDDKKK
WNYDDSYKKPE
WNYYYYTPEP
EPKKYSDYYYTK
DYSDYYYTKNCK
DYSDYYYTK
WNYYYYTK
WNYYYYTTNGK
DYSDYYYTKNCKS
KKKDYYYTTNGK
ENKTPEPKKYS
SYKKPEPTTNG
SYKKPEPTKNCKSGKK
DKKPEPTKNCKSGKK
DEPTKNCKSGKK
EP TKNCKSGKK
HWYYYKNCSGKK
PTKNCKSGKK
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Figura 46: Reacdo da membrana de SPOT contendo peptideos preditos para a Ts3 com soro
de coelho pré-imune. O soro foi utilizado diluido 1:500 e o anticorpo secunddrio conjugado a

fosfatase alcalina em diluicdo 1:4000
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Figura 47: Reagdo da membrana de SPOT contendo peptideos preditos para a Ts3 com soro
de coelho anti-veneno total de T.serrulatus. O soro foi utilizado diluido 1:500 e o anticorpo

secunddrio conjugado a fosfatase alcalina em dilui¢ao 1:4000

A grande maioria dos peptideos com os quais foi considerada interagao
positiva, ainda que fraca, com o soro anti-veneno total (17 de 19 spots positivos)
apresentaram o segmento 13 em sua composi¢ao. Esse segmento, YWVHI foi
acompanhado invariavelmente de pelo menos dois residuos de tirosina (segmentos 2,
7, 12 e 14). O segmento 5 (YI) também se mostrou frequente nos peptideos reativos

(tabela 17).

-109 -



»RESULTADOS

Tabela 17: Lista dos peptideos Ts3 preditos por PEPOP reativos com soro anti-veneno total
de T.serrulatus. Estdo mostradas a posi¢do, sequéncia e composicdao dos peptideos reativos.

As sequéncias destacadas em vermelho apresentam o segmento 13.

Sequéncia Segmentos 1 2 3 456 7 8 910111213141516
A23  KDKCDSVYGVYYYI 14 9+10+11+15+14+2+5 . ..
A30 YW/H YYYDKL 11 13+2+14+12+8
B1 YW/H YYYPQDKL 13 13+2+14+12+8
B26 YT HWYYYDKK 12 5+13+14+2+1
c4 YWHI | YYYY 10 1345+2+14+12
D5 YYYWH YYI 10 12+14+13+2+5
D20 YQYRYWHI KYGYI 14 12+14+13+2+5
E4 Y1 YYYYW/H 10 5+2+14+12+13
E19 YYYWH Y'Y 10 2+14+13+5+7
£29 Y1 YYW/H 8 5+14+13
£30 YI AAAYAAYW/HI 13 5+14+13
Fa YQYRYW/MHI KYI KY 14 2+14+13+5+7
2G Y1 RYRYWHI 10 5+14+13
F21 YYYYW/HI Y1 10 2+14+12+13+5
F25 KKDYYYYWHI 11 1049+7+12+14+13
G2 VRYDNYYYYVWHI 13 6+7+12+14+13
G8 I HMVWYYYY 8 13+2+14+12
G20 KKDYDSYYY'Y 11 1+15+11+12+14+2+5
G29 YYYIYYW/HI 10 124144245413

Como a reacdo apresentada neste ensaio ndo foi muito intensa, um soro
especifico contra a Ts3 foi preparado para ser utilizado no mapeamento.
Primeiramente, para a purificacdo da toxina do veneno de T. serrulatus, foi feita a
filtracdo molecular em coluna Sephadex G-50, seguindo método ja estabelecido
(MIRANDA ET AL.,, 1970). Excetuando-se a fracdo Fl, as demais foram agrupadas e

novamente purificadas em HPLC (figura 48).

A Ts3 foi encontrada pura, no pico destacado na figura 48 A, tendo sua massa e
pureza confirmada por espectrometria de massa. Conforme ja esperado, esta toxina
representou apenas uma pequena parcela do veneno, sendo necessarias varias

purificacOes para se chegar as quantidades necessarias para a imunizacgao.
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Figura 48: Purificagéio da Ts3 a partir do veneno bruto de T.serrulatus. (A) Gel filtragdo do
veneno bruto em coluna Sephadex G-50. (B) Purificagdo em HPLC das fragdes Il, Il e IV da gel-

filtracdo. Foram aplicados aproximadamente 400ug.
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De posse da toxina purificada, grupos de quatro camundongos receberam a
toxina emulsionada em adjuvante de Freund, visando a sua detoxificagdao. Foram feitos
dois grupos, um recebendo 1 pg de toxina por dose e outro, 10 pg, a quantidade
padronizada em nosso laboratdrio para imunizagao com proteinas inteiras. Apesar do
grupo imunizado com menor quantidade ter demorado mais para alcangar um titulo
satisfatorio de anticorpos, este foi estabelecido devidamente ao fim do protocolo de
imunizacdo. O estabelecimento de protocolos eficientes que utilizem menor

guantidade de toxinas € interessante devido a escassez e toxicidade do material.

3,5
3 4
2,5 s
2 4

1,5 1

Abs 492 nm

1 L

0,5 1

0

Pre-lImune ladose 2adose 3adose 4adose

Figura 49: Resposta, medida por ELISA, dos grupos de camundongos a imunizagdo com Ts3
purificada, em adjuvante de Freund. A placa foi sensibilizada com 100 pl de solugdo contendo
10 pg/ml de Ts3. Os soros foram diluidos 1:100. A linha preta corresponde ao grupo imunizado

com 10 pg de toxina e a linha cinza corresponde ao grupo imunizado com 1 ug de toxina.
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Figura 50: ELISA do soro e ascite dos animais imunizados com Ts3. A placa foi sensibilizada

com 100 pl de solucdo contendo 10 pg/ml de Ts3.

Apds a constatacdo de titulo satisfatério, os camundongos receberam mais uma
dose de Ts3 em adjuvante de Freund, visando o refor¢o do titulo, e sua sangria total foi
realizada. Além disso, os camundongos desenvolveram naturalmente ascite, apds o
recebimento da ultima dose intraperitoneal. Por se tratar de um fluido rico em
anticorpos, conforme assegurado por ELISA (figura 50), a ascite foi recolhida e parte foi

utilizada para purificar IgGs especificas em coluna de proteina A.

Para verificar o potencial neutralizante dos anticorpos produzidos, estes foram
utilizados em ensaio de protecdo in vivo, utilizando 100ul da ascite pré-incubadas com
2 DL50 do veneno total de T.serrulatus. Como controle negativo, foi utilizado 100 ul de
soro pré-imune. Os anticorpos presentes na ascite desenvolvida apds imunizagdo com
10 pg de veneno foi capaz de conferir uma protecao de 75% contra o desafio (tabela

18).
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Tabela 18: Desafio in vivo de camundongos Balb/c imunizados com Ts3, com 2 DL50 do

veneno total de T.serrulatus.

Grupo Imunégeno Sobrevivéncia
1 Controle 0/4
2 Ts3 -1 pug 1/4
3 Ts3 - 10 ug 3/4

As imunoglobulinas especificas purificadas em coluna de proteina A foram
entdo testadas em imunoensaio com a membrana contendo os peptideos preditos por
PEPOP para a Ts3, a 50 ug/ml. De fato, a reacdo obtida com a IgG purificada anti-Ts3

foi mais intensa, sendo possivel identificar varios peptideos reativos (figura 51).

Analisando-se as sequéncias dos peptideos reativos foi possivel observar que os
mesmos segmentos identificados na reacdo com o soro anti-veneno total de T.
serrulatus também foram frequentes nos peptideos reativos com o soro especifico.

Outro segmento, porém, também pareceu ser importante para a ligacdo, o segmento

6, WNDNY (tabela 19) .

lgG anti-Ts3 nativa
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Figura 51: Rea¢do da membrana de SPOT contendo peptideos preditos para a Ts3 com IgG de
camundongo anti-Ts3. A 1gG foi utilizada a 50 pg/ml e o anticorpo secundario conjugado a

fosfatase alcalina em diluigao 1:4000.
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Analisando a proporc¢do da presenca destes segmentos no total de peptideos
preditos, foi possivel estabelecer que a frequéncia dos segmentos 2, 5, 12, 13 e 14 foi
significativamente maior nos peptideos identificados como reativos nos imunoensaios
de spot, tanto com o soro anti-veneno total de T.serrulatus quanto com a IgG anti-Ts3.
O segmento 6 apresentou frequéncia maior do que a predita para os peptideos

reativos com os anticorpos especificos anti-Ts3 (tabela 20 e figura 52).

Em sua tese de doutorado, o Dr.Ricardo Andrez Machado da Avila, membro da
nossa equipe, também se propds a estudar epitopos descontinuos de diversas
proteinas, porém pelo viés da Bioinformatica. Neste trabalho, foi proposto que um alto
ponto isoelétrico seria caracteristica dos peptideos reativos, sendo um fator
importante nas interagdes com anticorpos (dados ndo publicados). Analisando este
parametro para os peptideos derivados da Ts3 identificados, ndo foi possivel
reproduzir tal observacdo. Apesar da média do pl dos peptideos reativos ser
levemente maior do que a de peptideos ndo reativos, esta diferenca ndo foi
significativa, sendo que uma ampla faixa de pl pode ser observada nos dois grupos

(figura 53).
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Tabela 19: Lista dos peptideos Ts3 preditos por PEPOP reativos com IgG anti-Ts3. Estdo

mostradas a posicdo, sequéncia e composicdo dos peptideos reativos. As sequéncias para as

quais ndo foram designados segmentos foram montadas a partir da unido de aminoacidos

individuais expostos.

SPOT
Al19
A21
A26
A27
A30
B2
B4
B18
B19
B21
B24
ca
C20
c1
C22
D5
D12
D13
D14
D19
D20
D21
D27
D28
E4
Ell
E14
E19
E20
E21
E22
E28
E29
E30
F12
F13
F14
F15
F21
F22
F26
G1
G2
G3
G8
G10
G11
Gl4
G20
G26
G28
G29
H5
H6
H12
H13
H14
H20
H24

Sequéncia
DKL YWNYDNY
DKL YWNYDNFVY
DSVYGVYYYI PWNYDN
YYYY! VNYDN
YW/HI YYYDKL
YYYI WNYDNY
YYYI PMWNYDNY
DSSYSYKYKYI SWNYDN
YQYQYGYl SWNYDN
YSYTYI SWNYDNCY
EYNY!I | HVWWY
YW/H | YYYY
YYEYNYl VNYDN
YYEYENVY! PVNYDN
YYNEYY! VNYDN
YYYW/HI YYI
YSYKEYTNGYI SWNYDN
YTYLNVEYSYI SWNYDN
YTYGYl SWNYDNCY
KKDSYSDSHYQYQYGYI
YQYRYW/HI KYGY!
DSHYQYQYGY! SWNYDN
EYNYYYI VWWYDN
EYENVYYYI PMWNYDN
Y YYYYWH
EYTNWYQYRYI SWNYDN
Y1 RYQYQYSYWH
YYYWH YI Y
YAYAAYW/HI AAAYI AAY
YYYWH YI PTY
YYY! WNYDNYDKLKD
DSVYGYYPQDKL YWNYDN
Yl YYWH
Yl AAAYAAYW/HI
YYYWH Y
YYWH YY
YWH YYY
YYYYW/H
YYYYW/H YI
DSYYYYWH
EYYI WWYDNY
YW/H YI WNYDN
VNYDNYYY YW/HI
KKDYDSYYYW/MHI
I HWYYYY
YYI HVWWYY
YI HVWAYYY
1 YI HWYYYY
KKDYDSYYY! Y
NDYNW HVWWY
YW/H VWNYDN
YYYI YYWH
NN\DYYYW/HI
YWNYYYWH
WAYYYYWH
I HVWYYYNWY
YWNYW/H | Y
YYYWH
VNYDNYLKDYYW/H

Segmentos
8+7+6+12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16

8+7+6+12
11+15+14+2+5+6
12+14+2+546
13+2+14+12+8
14+2+5+6+7
14+2+5+6+7
11+15+14+2+5+6
12+14+2+5+6
14+2+5+6+7
3+4+5+13
13+5+2+14+12
14+2+43+4+5+6
14+2+3+4+5+6
144244434546
12+14+13+245
14+2+43+4+5+6
14+2+4+43+5+6
14+2+5+6+7
1+15+11412+14+2+5
12+14+13+245
11+12+14+2+5+6
344424144546
344424144546
5+2+14+12+13
3+4+2+1445+6
5+2+14+12+13
2+14+13+5+7
2+14+13+5+7
2+14+13+5+7
12+14+5+6+7+8+9

11+15+14+12+8+7+6

5+14+13

5+14+13
14+12+13+2
12+13+2+14
13+2+14+12
2+14+12+13
2+14+12+13+5
11+15+14+12+13

3+5+6+7

13+5+6

6+7+12+14+13
1+15+11+12+14+13
13+2+14+12
14+12+13+2
12+13+2+14
5+13+12+14+2
1+15+11+12+14+2+5
6+13

13+6

12+14+2+5+13
H o KKK KKK

sk sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok K

s ok sk ok ok ok o ok ok ok ok

s ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok

sk sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K

2+14+13
6+7+8+12+13

o e ——
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Tabela 20: Lista dos segmentos de Ts3 preditos por PEPOP que se mostraram mais reativos

nos imunoensaios de SPOT. Os segmentos mais frequentes estdo destacados em preto.

Soro Anti-Veneno Total TS IgG Anti-Ts3

Seg2 (CL4) - Y Seg2 (CL4) - Y

Seg3 (CL6) - EY

Seg5 (CL5) - VI Seg5 (CL5) - VI

Seg6 (CL2) - WNYDN

Segl2 (CL4) - Y Segl2 (CL4) - Y
Seg13 (CL4) - YWVHI Seg13 (CL4) - YWVHI
Segl4 (CL4) - Y Segl4 (CL4) - Y
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Figura 52: Grdfico da proporg¢do de segmentos presentes nos peptideos totais preditos para a

Ts3, nos SPOTs reativos com cada anticorpo.
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Figura 53: Grdfico demonstrando os valores de ponto isoelétrico para os peptideos preditos

para a Ts3.

Os segmentos mais reativos da Ts3 identificados foram localizados no modelo
da estrutura tridimensional da molécula. O segmento 6 se localizou no loop que se
conecta a a-hélice e o segmento 13 também correspondeu a um loop, que interliga as
fitas-B. Essa regido é condizente com o dominio central (“core domain”), participante

da face bioativa inferida para as a-toxinas (figura 54).
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Figura 54: Localizag¢do espacial dos segmentos reativos identificados na superficie do modelo
tridimensional da Ts3. O segmento 6 estda mostrado em rosa e o segmento 13 mais as

tirosinas, em verde. As figuras menores mostram o mesmo modelo, porém em modelo cheio.

Utilizando-se a predigao de imunogenicidade feita através da ferramenta
EPITOPIA, o segmento 6 foi caraterizado como possuidor de um alto potencial

imunogénico enquanto o segmento 13 ndo, segundo esta predicdo (figura 55).

1 11 21 31 41
KKD NEARIEfTS gy SRYEDKLEKD KKADSGYGH VHAIIG¥CYGL
51 61

PDSEPTKTNG KCKSGK

Legend:

The immunogenicity scale:

M2 3 1 0

Low  Average High

- A predicted exposed residue.
b - A predicted buried residue.

Figura 55: Predi¢éo da imunogenicidade da Ts3 feita por EPITOPIA. Os residuos componentes

dos segmentos reativos estdao destacados em vermelho.
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Uma versao recombinante da Ts3 foi produzida como dissertagao de mestrado
de Anderson Oliveira do Carmo, orientado pelo Dr.Evanguedes Kalapothakis, da
Universidade Federal de Minas Gerais e esta foi utilizada para produzir um soro de
coelho especifico. O soro, entretanto, ndo apresentou propriedades neutralizantes.
Uma das possibilidades levantadas para explicar a falta de neutralizacdo foi que a
Ts3rec produzida ndo teria se enovelado corretamente, e teria sido capaz de suscitar
apenas anticorpos dirigidos contra porc¢Oes lineares da proteina. Para testar esta
hipdtese, o soro de coelho anti-Ts3rec, gentilmente cedido pelo Dr.Kalapothakis, foi
utilizado em imunoensaios com a membrana contendo os possiveis epitopos

descontinuos preditos por PEPOP para a Ts3 (figura 56)

De fato, o soro foi capaz de reconhecer significativamente apenas dois spots.
Ao analizar a sequéncia destes dois peptideos, deparamo-nos com duas sequéncias
aparentemente lineares e parcialmente sobrepostas: PDSEPTKTNG e SEPTKTNGKC.
Estas sequéncias lineares integraram a predicdo de epitopos conformacionais devido a
um artefato do programa, que ao utilizar o método recentemente implementado de
ligacdo de aminoacidos individuais, otimizando o caminho de ligacdo entre eles, levou

a formagao de sequéncia idéntica ao fragmento linear da proteina.

Soro anti-Ts3 recombinante
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

i

)
r

Membrana Conformacional Ts3
- == @ m m o (o] W >

Revelagéo Fosfatase Alcalina

Figura 56: Reagcdo da membrana de SPOT contendo peptideos preditos para a Ts3 com soro
de coelho anti-Ts3rec. O soro foi utilizado a diluicdo de 1:500 e o anticorpo secundario

conjugado a fosfatase alcalina em diluicdo 1:4000.

-120 -



»RESULTADOS

O soro anti-Ts3rec foi entdo testado com membrana contendo peptideos
sobrepostos derivados da sequéncia linear da Ts3. Os outros anticorpos testados
previamente também foram utilizados para a verificacdo da ligacdo com os peptideos
lineares (figura 57). O soro anti-veneno total e a 1gG anti Ts3 nativa reconheceram
apenas fracamente peptideos lineares que continham os segmentos ja identificados na
predicao (YWVHI e WNYDN). A reagdo foi notavelmente mais fraca, indicando ser
necessaria a presenca de outros elementos para a reagao, sendo um indicio de que
esses segmentos de fato sdo componentes de um epitopo do tipo descontinuo. O soro
anti-Ts3rec apresentou reacdo notavelmente mais intensa com peptideos lineares,
sendo um indicio de que realmente a toxina recombinante apresentou enovelamento

incorreto.

(A)

Soro Pré-Imune

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Membrana
Linear Ts3

(B)

Soro Anti-Veneno Total de Tityus serrulatus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27

Membrana
Linear Ts3

Revelagéo Fosfatase Alcalina

(€)

Soro Anti-Ts3 recombinante

1 2 3 4 5 6 7

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Revelagéo Fosfatase Alcalina

Membrana
Linear Ts3

(D)

lgG Anti-Ts3 nativa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24 25 26 rig

Membrana
Linear Ts3

Revelagéo Fosfatase Alcalina

Figura 57: Reagdo da membrana de SPOT contendo peptideos sobrepostos derivados da
sequéncia linear da Ts3 com diferentes soros. Os soros foram utilizados a diluicdo de 1:500 e a

IgG anti-Ts3 nativa a 50 pg/ml. O anticorpo secundério conjugado a fosfatase alcalina em

diluicao 1:4000.
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5. DISCUSSAO

As toxinas escorpidnicas para canais para sédio, sujeito deste estudo, sao
proteinas solUveis e, quando inoculadas na corrente sanguinea de um mamifero,
mantém a sua conformagdo para exercicio de sua atividade tdxica. Desta maneira, é
provavel que anticorpos gerados contra essas toxinas sejam, em sua maioria,
direcionados para epitopos presentes na superficie de sua estrutura 3D, do tipo

descontinuo (VAN REGENMORTEL 1996).

No campo da Toxinologia, sdo escassos os trabalhos que visam identificar
epitopos descontinuos nos componentes toxicos de venenos. Alguns estudos atestam,
entretanto, que anticorpos capazes de se ligarem a epitopos descontinuos na
superficie das toxinas seriam mais propensos a apresentarem propriedades
neutralizantes da atividade tdxica destas. O fato foi constatado através de estudos com
anticorpos monoclonais, aparentemente direcionados a epitopos descontinuos, que
apresentam de fato maior eficiéncia de neutralizacdo do que aqueles direcionados a

epitopos lineares (DEVAUX ET. AL., 1997), (ALVARENGA ET. AL., 2005), (GRANIER ET. AL., 2009).

A primeira parte deste trabalho teve como objetivo mapear possiveis epitopos
descontinuos da TsNTxP, através de uma adaptagao do método de SPOT, utilizando
soro de coelho produzido contra a toxina purificada. Foram identificadas duas por¢oes
mais reativas: a porgdo da extremidade N-terminal (GREGYPAD) e os residuos 47-54 do
C-terminal (GLPDSVKI), que, quando combinadas, apresentaram a maior reatividade

verificada no ensaio.

O mapeamento sistematico de epitopos lineares feito em trabalhos prévios, ja
havia identificado os 15 primeiros residuos da proteina (GREGYPADSHGCKIT) e a
porg¢do C-terminal dos residuos 47-61 (GLPDSVKIWTSETNK) como regiGes antigénicas
em diversos modelos animais testados (MENDES, ET AL, 2004). Quando uma mistura
desses dois peptideos, acoplada ao KLH, foi utilizada para imunizar camundongos, e os
animais foram desafiados com doses correspondentes a 1 DL50 e 1 DL100 da fracdo

téxica do veneno (TsFG50), uma protecdo de 75% e 65%, respectivamente foi
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alcancada, evidenciando o potencial dessas regides em gerar anticorpos

neutralizantes.

Alguns diferentes formatos ja foram propostos para o mapeamento de sitios de
ligacdo descontinuos pela técnica de SPOT. Aplicando este conhecimento para o
mapeamento de epitopos descontinuos, foram preparados peptideos derivados da
sequéncia da TsNTxP, com 18 residuos cada, contendo uma sequéncia de 8 residuos de
uma parte da TsNTxP ligados por um espacador de duas glicinas a uma outra sequéncia
de 8 residuos de uma parte distinta dessa mesma molécula, visando a aproximacdo de
regides que se encontram distantes na sequéncia linear da proteina. Uma analise
combinatéria produziu sequéncias peptidicas distintas, cobrindo todas as
possibilidades de associacdo (tabela 2). Peptideos controle, contendo apenas uma
sequéncia derivada da TsNTxP associada a uma sequéncia irrelevante, também foram
definidos, totalizando em 153 peptideos que foram entdo sintetizados em membrana
de celulose e testados com o soro de coelho anti-TsNTxP de propriedades

neutralizantes.

As regioes identificadas neste ensaio (residuos 1-8 e 46-54) como sendo as mais
reativas, principalmente quando combinadas, estdo distantes uma da outra na
estrutura primdria da proteina, mas baseando-se no modelo da estrutura 3D da
TsNTxP, elas se encontram proximas, podendo formar um Unico epitopo descontinuo
em sua superficie (figuras 23 e 25). As regides N-terminal e C-terminal podem, em
conjunto, formar um sitio Unico de reconhecimento para anticorpos, uma vez que a
modelagem indica que a distancia média entre os Ca dos residuos que constituem essa
regido identificada estd na faixa de 8.0+1.7A, condizente com a drea média ja

identificada para interagGes proteina-proteina (CHAKRABARTI & JANIN, 2002).

Este possivel epitopo descontinuo mapeado correspondeu a um epitopo
neutralizante, conforme demonstrado pela capacidade do peptideo sintético cognato
de induzir anticorpos neutralizantes em camundongos Balb/c (tabela 4). Esse achado é
consistente com varios dados prévios da literatura. O papel da por¢cdo N-terminal de

toxinas escorpidnicas na geragdo de anticorpos neutralizantes ja havia sido destacado
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(DEVAUX ET AL., 1993). Residuos do 1-8 e 47-54 pertencem ao denominado dominio NC,
que foi postulado como parte integrante da ligacdo de a-toxinas a canais para sédio
voltagem-dependentes (KARBAT ET AL, 2004). Assim, anticorpos que reconhecem
peptideos da regido C-terminal das toxinas escorpibnicas tendem a apresentar
propriedades neutralizantes uma vez que essa regido participa do possivel sitio ativo
das neurotoxinas escorpidnicas (GUREVITZ ET AL., 2001), (COHEN ET AL., 2004), (YE ET AL., 2005).
Um mAb produzido contra a toxina Cn2, de Centruroide noxius é reativo contra um
peptideo sintético que mimetiza uma regido descontinua que associa os residuos 3-15

€ 54-66 (HERNANDEZ ET AL., 2002).

As regiOes identificadas no presente estudo se mostraram relativamente
conservadas na estrutura primadria das toxinas escorpidnicas. Quando a sequéncia do
epitopo descontinuo identificado foi alinhada com as porg¢des correspondentes nas
principais toxinas do veneno de T.serrulatus, apresentando identidade de 50% com
Ts2, 56% com Ts1, 50% com Ts3 e similaridade de 81% com Ts2, 75% com Tsl e 69%
com Ts3 (figura 22). Sequéncias consenso estdo de fato presentes em ambas as partes
do epitopo, o que pode contribuir para o reconhecimento de varias toxinas pelos

anticorpos desenvolvidos contra o peptideo correspondente.

As sequéncias primarias da Ts1, Ts2 e Ts3, na regido correspondente ao epitopo
identificado, possuem conteudo idéntico de distribuicdo de residuos carregados
positivamente (K/R) ou negativamente (D/E). A presenca de residuos carregados é
importante para a interacao entre proteinas (KESKIN ET AL., 2005), (BURGOYNE & JACKSON,
2006). Especialmente neste caso, cinco residuos carregados participam do epitopo
neutralizante identificado. A importancia da Asp8 para a interacdo com anticorpos
anti-TsNTxP neutralizante ja foi também ressaltada (CHAVEZ-OLORTEGUI ET AL., 2001). O
ensaio de ALA-Scan, onde cada residuo da sequéncia do peptideo é alterado, para
verificar a importancia deste para a ligagdo com o anticorpo, ressaltou mais uma vez a
importancia de Asp8, uma vez que a sua alteragdo foi capaz de abolir quase 70% da

reatividade do com anticorpos de camundongo anti-peptideo (figura 26).
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A alteracdo da Tyr5 também produziu efeito semelhante. Este residuo se
mostrou o Unico residuo indispensdvel para a ligagdo com anticorpos de todos os
animais contra a TSNTxP (MENDES ET AL., 2004). Na toxina AaH2, a cadeia lateral de Tyr5,
juntamente com outros residuos, demonstrou ser um grupamento quimico de grande
importancia para a interagdo com o canal (DEVAUX ET AL.,1996). Sun e colaboradores, em
2003, atestaram, ao analisar a importancia dos residuos aromaticos para a funcdo da
toxina BmK M1, que Tyr5 é de extrema importancia para a interagdao com o canal,
sendo insubstituivel, pois além de seu anel aromatico, seu grupamento OH formaria
pontes de hidrogénio com residuos do C-terminal da molécula que seriam essenciais
para a manutencdo da estrutura local da face de interacdo. O ensaio de ALA-Scan
demonstra que os anticorpos produzidos contra o diepitopo se ligam a este residuo,

explicando possivelmente o seu efeito neutralizante.

Quando coelhos foram usados como modelo para a imuniza¢do, verificou-se
gue o imunégeno composto pelo peptideo descontinuo identificado falhou em induzir
anticorpos neutralizantes contra o veneno de T.serrulatus. Analisando o soro
produzido, viu-se que foram gerados anticorpos apenas contra a por¢ao C-terminal.
Esse fato ressaltou uma nitida importancia do N-terminal para a neutralizagdo
completa da atividade tdxica do veneno. De fato, a analise de ALA-Scan para este soro
demonstrou uma maior importancia de Leu48 para a sua ligacdo. Este residuo
altamente conservado participa também da face ativa da molécula, no dominio

nuclear, porém com importancia reduzida (KARBAT ET AL., 2007).

Diferentes sistemas bioldgicos tendem a apresentar respostas imunolégicas
também diferentes. A variacdo dramatica no perfil de anticorpos produzidos em
camundongos e coelhos demonstra que as bases que determinam a imunogenicidade

e 0s mecanismos envolvidos na resposta imune ainda nao sao bem compreendidos.

A investigacdo da utilizacdo de peptideos sintéticos para o desenvolvimento de
soro terapéutico para o tratamento do envenenamento tem sido feita pelo nosso
grupo. Outros peptideos, derivados de sequéncias de neurotoxinas do veneno de

T.serrulatus ja foram utilizados, produzindo efeitos neutralizantes significativos
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(ALVARENGA ET AL., 2002). Um protocolo utilizando uma combinacdo dos peptideos
previamente identificados com o epitopo descontinuo identificado neste trabalho,
utilizando os adjuvantes apropriados, pode melhorar os resultados de neutralizagdo

obtidos até agora.

Outra “anatoxina” foi analisada neste trabalho, a Amma8. A sequéncia da Amm8
é bastante semelhante a da AaH2, o protétipo das toxinas do tipo a-classicas e uma
das mais potentes toxinas escorpidnicas. Entretanto, a alteracdo de alguns poucos
residuos torna a Amm8 totalmente inativa em mamiferos. Essa propriedade faz da
Amm8 um candidato interessante para a produ¢do de anticorpos para a soroterapia.
De fato, esta proteina é capaz de induzir, em coelhos, anticorpos policlonais que
apresentam reatividade cruzada com varias toxinas desse mesmo escorpido
(Androctonus mauretanicus mauretanicus) e sao também capazes de neutralizar a
toxina altamente letal AaH2, em ensaios utilizando camundongos . O mecanismo dessa

neutralizacdo é, entretanto, desconhecido.

Os anticorpos anti-Amm8 ndo foram capazes de reconhecer fragmentos
continuos da toxina, sintetizados em membrana de SPOT. Este foi um resultado
inesperado, sendo um indicio de que a Amm8 apresentaria epitopos do tipo

descontinuo.

O mapeamente de epitopos descontinuos ndo é uma tarefa simples. Estratégias
experimentais incluem a selecdo de mimotopos a partir de bibliotecas de peptideos
(MELOEN ET AL, 2000), o uso de antigenos mutados ou quimicamente modificados
(DALL’AQUA ET AL.,1998), e/ou a determinac¢do da estrutura tridimensional do complexo
antigeno-anticorpo (COHEN ET AL.,2005). Nos Uultimos anos, entretanto, varias
metodologias de predicdo de epitopos descontinuos por bioinformatica foram
publicadas (ENSHELL-SEIIFFERS ET AL., 2003), (HALPERIN ET AL., 2003), (SCHREIBER ET AL., 2005),

(ANDERSEN ET AL., 2006), (MOREAU ET AL., 2006), (NEGI &BRAUN, 2009).

Recentemente, a equipe do Dr. Frank Molina, colaborador do nosso grupo,
desenvolveu o algoritmo PEPOP, que utiliza a estrutura 3D do antigeno proteico para,

primeiramente, predizer potenciais regiées epitopicas e depois propor uma série de
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peptideos que mimetizem esta regido, como candidatos para a sintese e validagdo

experimental do método (MOREAU ET AL., 2008).

Assim, apos a conclusdo de que o soro de coelho anti-Amm8 ndo era capaz de
reconhecer epitopos lineares, utilizamos o algoritmo PEPOP para gerar um grupo de
peptideos “descontinuos-continuos” que supostamente simulariam regides
descontinuas antigénicas da proteina. O termo “descontinuos-continuos” foi utilizado
para ressaltar o fato de que, apesar de mimetizar uma possivel regido descontinua,
onde fragmentos da sequéncia original da proteina dispersos ao longo de sua cadeia
polipeptidica foram selecionados e combinados, os peptideos feitos por sintese

guimica para mimetizar essa regiao apresentam sequéncia continua.

Sete dos 24 peptideos preditos foram capazes de se ligar aos anticorpos anti-
Amm8, nas mesmas condicBes experimentais em que os peptideos lineares se
mostraram nao antigénicos. Esta foi a primeira validacdo experimental da capacidade
de PEPOP de desenhar peptideos feitos a partir de segmentos que simulam regides
conformacionais da proteina, comportando-se funcionalmente como um epitopo

descontinuo.

Mimetizar a superficie de uma proteina a partir e partes descontinuas da
sequéncia proteica consiste em um grande desafio. Porém, tal abordagem é factivel
(REINEKE ET AL., 1999), uma vez que varios mimotopos identificados experimentalmente

sdo considerados réplicas funcionais de epitopos descontinuos (MELOEN ET AL., 2000).

Apesar da maioria dos peptideos desenhados por PEPOP para a Amm8 ndo ter
sido reativa, alguns poucos se ligaram aos anticorpos anti-Amma8. A ligacao observada
possui carater especifico, uma vez que os peptideos ndo apresentaram reatividade
contra soro de coelho pré-imune ou contra o anticorpo secundario utilizado. Calculos
tedricos também excluiram a possibilidade de ligacdo inespecifica devido a
hidrofobicidade da sequéncia. Entretanto, por terem sido utilizados anticorpos

policlonais, ndo podemos excluir que a reatividade observada em alguns spots pode
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ser devida a ligacdo de diferentes popula¢des de anticorpos a diferentes segmentos de

um unico peptideo.

A analise da localizacdo dos segmentos que compdem os peptideos continuos-
descontinuos antigenicamente ativos na estrutura 3D permitiu a identificagdo de 3
regides que corresponderiam a regides antigénicas descontinuas das a-toxinas

classicas de escorpido.

A regidao “A” compreende partes da a-hélice e das 3 folhas B pregueadas da
toxina. A antigenicidade da a-hélice ja foi previamente demonstrada, utilizando
grandes peptideos sintéticos (BAHRAOUI ET AL., 1987), (BAHRAOUI ET AL. 1986). Os resultados
de PEPOP indicam que a a-hélice pode ser associada a segmentos das folhas B para

constituir uma Unica regido antigénica.

A regido “B” foi definida com base na reatividade dos peptideos continuos-
descontinuos compreendendo segmentos de uma regidao de loop que é notavelmente
maior em toxinas do tipo a do que em toxinas do tipo B. Este loop estd situado na
lateral das a- toxinas, ligando as fitas 2 e 3 da folha-B. Sua antigenicidade na AaH2 ja
foi atestada experimentalmente (FOURQUET ET AL., 1988). Nossos resultados confirmam
estas observacbes e indicam que essa regido antigénica pode, de fato, ser mais
complexa do que previsto anteriormente, porque varios segmentos da Amm8
(préximos no espago, mas ndo na sequéncia), tanto da a-hélice quanto das fitas 1 e 2

da folha-B, podem ser reconhecidos por anticorpos que se ligam a regido “B”.

A regido “C”, definida neste estudo somente, é extremamente descontinua, e
dificilmente teria sido mapeada utilizando peptideos sequenciais. Ela é feita de
segmentos da superficie hidrofdbica conservada das a-toxinas, incluindo trés tirosinas
pertencentes a cada uma das fitas da folha-B. A regido “C” inclui as posicdes 10 e 58,
que demonstraram ser importantes para a ligagdo do mAb 4C1 a AaH2 (BAHRAOUI ETAL.,

1988).

Estas regiGes propostas foram definidas a partir dos resultados até aqui

obtidos, ndo sendo possivel definir com extrema certeza os seus limites, feito que
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somente seria alcancado através da estrutura cristalina do complexo antigeno-
anticorpo resolvida. Estas trés regides se sobrepdem, o que é consistente com a visao

de que a superficie proteica seria um mosaico de epitopos sobrepostos.

Consideradas como um todo, as deducdes feitas a partir da analise dos
peptideos continuos-descontinuos sdao consistentes com a informagdo disponivel a
respeito das regiGes antigénicas da AaH2 (GRANIER ET AL, 1989). Uma diferenca
importante, contudo, é a auséncia de reatividade de segmentos da por¢cao C-terminal
da proteina. Esta parte das toxinas escorpidnicas foi previamente identificada como
sendo antigénica: como exemplo, o epitopo descontinuo reconhecido por um
monoclonal contra a toxina Cn2 inclui os residuos 56-65, os dez ultimos da sequéncia
desta toxina (CALDERON-ARANDA ET AL., 1999); e um sitio antigénico da AaH2 foi mapeado

aos residuos (5—14) S-S (60—64) (EL AYEB ET AL., 1984).

No momento, ndo é possivel explicar porque os anticorpos anti-Amm8 nao se
ligam a porgdao C-terminal da proteina cognata. Isto pode ser devido a inabilidade de
PEPOP em mimetizar acuradamente essa regido da toxina em particular, ou ser
causada pelas diferencas de sequéncia entre AaH2 e AmmS8. Em particular, uma
mudanca de His para Asn e a adicdo de um Asp na ultima posicao da Amm8 é notada
(ALami & TYTGAT, 2003). Tais alteracdes podem interferir no reconhecimento por
anticorpos da por¢dao C-terminal da proteina. Variagdes de sequéncias no C-terminal
tem forte impacto na organizagdo estrutural desta parte das toxinas escorpi6nicas e na
forma do seu sitio ativo, (GUREVITZ ET AL, 2001), e por uma extrapolacdo pode-se dizer
gue o mesmo seria verdadeiro para sitios antigénicos. Entretanto, apesar de
anticorpos anti-Amm8 ndo reconhecerem o C-terminal desta proteina, apresentam
reatividade cruzada com peptideos continuos-descontinuos que incluem segmentos do

C-terminal de AaH2 (pep20) (Fig 35 A).

Martin-Eauclaire, em 2006, demonstrou que anticorpos anti-AmmS8, além de
prevenir a associacdo da AaH2 marcada com receptores em sinaptossomas, também
removeram ativamente a toxina ja ligada. Ambas a propriedades podem ser

responsavéis pela capacidade neutralizante de tais anticorpos.
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As toxinas escorpionicas do tipo a parecem interagir com seu sitio receptor em
canais para sédio voltagem dependentes pelo dominio constante nuclear (residuos 17,
18, 38, 44) e pelo dominio NC mais variavel, composto por uma volta de 5 residuos na

porcdo N-terminal e um segmento do C-terminal (KAHN ET AL., 2009), .

O reconhecimento por anticorpos anti-Amm8 dos segmentos 3, 5, 10, 15, que
se encontram nestas partes da AaH2, pode impedir a ligacdo da toxina ao seu receptor
por impedimento estérico. A propriedade notavel desses anticorpos de desligar a AaH2
ja ligada ao seu sitio também pode ser explicada através destes resultados. Na
verdade, sete dos peptideos continuos-descontinuos da AaH2 que se ligam aos
anticorpos anti-Amm8 , 6 possuem segmentos em comum com a regido da a-hélice.
Este elemento secundario das a-toxinas aparenta ndo estar envolvido no
reconhecimento do receptor, estando acessivel a ligacdo de anticorpos mesmo quando

a toxina se encontra ligada (EL AYEB ET AL., 1986), (BAHRAOUI ET AL., 1987).

Diante de tais resultados, onde a maioria dos epitopos continuos-descontinuos
de AaH2 incluem a a-hélice, poderiamos inferir que estes anticorpos estariam
envolvidos no reconhecimento de moléculas ligadas de toxina e seriam capazes de
retird-las do seu receptor no canal para sodio. Entretanto, ndo foi possivel demonstrar
que trés dos peptideos da AaH2 que foram mapeados estdo associados a epitopos
neutralizantes. Apenas um dos peptideos (pep12) foi capaz de induzir resposta contra

a toxina inteira em camundongos, quando conjugado ao KLH.

Estes resultados demonstraram que é possivel desenhar peptideos reativos
antigenicamente a partir de porc¢des descontinuas de uma toxina escorpidnica. A
posicdo dos segmentos no contexto tridimensional aponta algumas propriedades
antigénicas da Amm8 e auxilia na explicacdo da capacidade de anticorpos anti-Amm8
neutralizarem a potente toxina AaH2. Contudo, mais estudos sdo necessdrios para
definir sem ambiguidades como estes anticorpos exerceriam essa funcdo

neutralizante.
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J& é sabido ha algum tempo que o anticorpo monoclonal altamente
neutralizante mAb 4C1 se liga a um epitopo do tipo descontinuo na superficie da
toxina AaH2, uma vez que ele ndo é capaz de se ligar a peptideos lineares derivados da
sequéncia da AaH2. Este fato foi corroborado mais uma vez pelo resultado
completamente negativo do ensaio de SPOT, utilizando o mAb 4C1 e uma membrana

contendo peptideos lineares sobrepostos derivados da sequéncia da AaH2 (figura 40).

O epitopo exato deste anticorpo ainda ndo é definido. O alto poder
neutralizante da atividade téxica da AaH2 por este mAb desperta o interesse em

elucidar os mecanismos moleculares pelos quais a neutralizagdo aconteceria.

A ferramenta de bioinformatica PEPOP foi novamente utilizada para desenhar
novos peptideos a partir da estrutura resolvida da AaH2.AaH2 Esta nova predigdo foi
feita para se valer de novas metodologias para o desenho de peptideos, que foram
adicionadas posteriormente ao algoritmo. Dessa forma, 116 diferentes sequéncias

foram produzidas, um universo bem maior do que os 24 preditos anteriormente.

Em imunoensaio de SPOT com os peptideos da nova predicdo, o mAb 4C1
reagiu com um unico peptideo de sequéncia PYGNAAWQAAY. A sequéncia deste
peptideo é composta por trés partes descontinuas da AaH2: PYGN (41-44), QWA (37-
39) e Y (35). O peptideo foi composto ainda por espacadores de Alanina entre os
segmentos, com 1 alanina adicionada entre o primeiro e segundo segmento e 2
alaninas entre o segundo e o terceiro segmento. Além disso, o segmento QWA aparece

na sua forma invertida AWQ.

A reacdo do mAb 4C1 com o peptideo demonstrou ser especifica, uma vez que
o resultado foi reprodutivel em dois diferentes sistemas de revelacdo colorimétricos.
Diversos controles foram feitos, sendo a membrana testada com diferentes anticorpos
e 0 mAb 4C1 testado com outras membranas. Em todos os casos, ndo foi possivel
detectar nenhum outro spot reativo, sendo mais um indicio da especificidade da

interagao detectada.
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A interacdo observada entre o par estudado demonstrou ser altamente
dependente de uma conformacdo especifica. Os espacadores de alanina inseridos
entre os segmentos 2 e 3 parecem ser fundamentais para que a interagdo ocorra, uma
vez que a reagao com o mAb é completa ou significativamente reduzida quando estes
sdo retirados ou alterados para residuos de glicina. A orientacdo invertida do
segmento QWA também se mostrou importante para a ligacdo do mAb 4C1. Assim, a
distribuicao espacial e a orientagao correta dos residuos sdo indispensaveis para que a

interacdo seja observada.

O residuo de triptofano (W) parece ter papel importante para a ligacdo de mAb
4C1 ao peptideo identificado. Este residuo ja foi descrito como participante da
interacdao da AaH2 com canais para sédio, em sinaptossomas de cérebro de rato e se
encontra bastante conservado nas a-toxinas de escorpido (KHARRAT ET AL., 1989). Na
sequéncia da AaH2, este W se localiza na posicdo 38. A presenca de um residuo
aromatico nesta posi¢ao é conservada em todas as a-toxinas ja descritas, sejam elas
classicas, a-like ou inseto-toxinas. Este residuo faz parte do chamado dominio nuclear
(“core domain”), do qual também participa a asparagina (N) que compdbe este
peptideo (KAHN ET AL., 2009) Este dominio define uma regido hidrofébica conservada das
a-toxinas. . Segundo modelo proposto por Karbat, em 2004, este dominio nuclear
interagiria com uma por¢ao também conservada no canal para soédio, sendo
responsavel pela alteracdo no seu funcionamento, fendbmeno previamente ja
observado por (SUNETAL., 2003). O fato de dois aminoacidos componentes desta regido
possivelmente integrarem o epitopo do mAb 4C1 explicaria o seu alto poder de

neutralizagdo.

A modificacdo do residuo de glutamina (Q) também se mostrou importante
para a interacdao do mAb 4C1. Nao foi ainda descrito um papel funcional para este
residuo na literatura. Os demais residuos toleraram a alterac¢do para alanina sem que a
ligacdo com o monoclonal fosse significativamente alterada. Segundo Pal et al., 2007,
a interface de interacdo entre duas proteinas seria dividida em residuos pertencentes

ao centro e a margem, sendo que 0s primeiros seriam mais importantes para a ligagao,
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contribuindo com a maior parte da energia livre envolvida. Estes residuos seriam mais
conservados e menos tolerantes a mutagdes. Ja os residuos da margem, que serviriam
como suporte estrutural para os residuos do centro, seriam mais susceptiveis a
mutacdes, tolerando a mudanca de aminodcidos sem que a interacdo com o alvo seja
perdida. Esta hipdtese explica o padrdo de reatividade observado no ensaio de ALA-

Scan.

A ligagao entre mAb 4C1 e a AaH2 ja foi estudada no passado. No trabalho em
gue este monoclonal foi produzido, em 1988, Bahraoui e colaboradores produziram
um grupo de toxinas quimicamente modificadas para estudar o comportamento da
interacdo antigeno-anticorpo em ensaios de competicdo. A regido inicialmente
definida como o alvo do mAb 4C1 estaria localizada no C-terminal da toxina, com papel
importante da K58, cuja modificagcdo por biotinilacdo inibiu quase completamente a
ligagdo do mAb 4C1. A acetilagdo da fungdao amina e carboximetilagao de H54 e H64

também inibiram a ligagao, porém com menor eficiéncia.

O peptideo identificado neste trabalho como possivel epitopo do mAb 4C1 ndo
contém nenhum dos residuos que foram previamente identificados na AaH2, e
peptideos preditos que contém tais residuos ndo se mostraram reativos. Bahraoui
propds apenas um pequeno numero de residuos possivelmente epitopicos em seu
trabalho, uma vez que poucos derivados modificados da AaH2 foram testados. Assim,
o mapeamento feito pode ter sido incompleto, com outras residuos importantes tendo
escapado sua identificacdo na época. Ndo se pode descartar também a possibilidade
de que as modificagdes quimicas feitas para esse mapeamento prévio tenham
provocado alteracbes conformacionais globais da molécula que alterariam
alostericamente o sitio de ligacdo com o anticorpo. O trabalho presente demonstra

que a ligacdo de mAb 4C1 é, de fato, bastante sensivel a conformacao.

Por outro lado, o peptideo identificado pode ser uma representacdo
incompleta do verdadeiro epitopo do mAb 4C1. Conforme verificado por Meloen et al.,
em 2000, pequenos peptideos que se ligam a anticorpos (mimotopos) podem

representar apenas partes de uma regiao de interagao maior. A sequéncia do peptideo
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poderia entdo ndo estar diretamente relacionada ao epitopo real de mAb 4C1, mas
teria o potencial de se dobrar em configuracdo similar, com distribuicdo de cargas

semelhante, explicando entdo a interacdo observada.

Os imunoensaios que ocorrem com um dos membros do par antigeno-
anticorpo em fase solida, como os peptideos imobilizados na membrana de SPOT neste
caso, devem ser analisados com cautela. Alteracbes na cinética de ligacdo, com a
dissociagdo do complexo se dando de forma mais lenta, e alteragdes na concentragao
relativa da fase solUvel ao redor da espécie imobilizada podem produzir artefatos
experimentais (NYGREN & STENBERG, 1989). Além disso, os imunoensaios utilizados na
predicdo de epitopos de células B apresentam outras restricoes, principalmente no
que diz respeito a diferencas fisico-quimicas importantes entre as variantes da
molécula utilizada no imunoensaio e seu derivado nativo. Um peptideo que represente
uma porg¢ao da proteina, utilizado fora do contexto nativo da mesma, pode nao
representar bem a sua condigdo real. Desta maneira, validagao experimental extensiva
da predicdo de epitopos deve ser feita antes que se possa fazer qualquer afirmativa

acerca da identificacdo do mesmo (Caoiul, 2010).

Tendo em vista a validagdo dos resultados obtidos, o peptideo identificado por
imunoensaio foi sintetizado na sua forma soluvel, visando dois tipos de abordagem: a
utilizacdo do peptideo em ensaios de competicdo com a toxina AaH2 nativa pelo sitio
do mAb 4C1; e a imunizacdo de camundongos utilizando o peptideo como imundgeno,

para geracgdo anticorpos que poderiam competir com o mAb.

Quando utilizado em ELISA de competicdo, peptideo sintético ndo foi capaz de
competir satisfatoriamente com a toxina pelo sitio de mAb 4C1. Também ndo foi
possivel detectar por ELISA a ligacdo do anticorpo com o peptideo, seja ele ligado na

placa sozinho ou conjugado via glutaraldeido a ovalbumina.

E importante ressaltar, contudo, que o peptideo sintético se mostrou insoltvel
em agua, o que pode ter interferido nos ensaios. A adigdo de DMSO a 10% e TFA a 1%

melhorou um pouco a solubilidade, mas uma grande quantidade de precipitado ainda
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permaneceu em suspensdo. A sintese do peptideo foi repetida, visando eliminar
quaisquer problemas que poderiam eventualmente ter ocorridos em virtude da
preparacao do mesmo, porém o problema persistiu. O carater altamente hidrofébico
do peptideo, calculado pelo método de Hopp & Woods, pode ser responsdvel pela sua

insolubilidade observada.

Hydrophilicity Hopp & Woods
P i G

P ¥ G N
Awverage hydraphilicity: -0.9
Ratio hydrophilic residues / total number of residues: 18%

Figura 58: Grdfico da hidrofilicidade, segundo Hopp & Woods, do peptideo descontinuo
identificado através de PEPOP para a AaH2.

A imunizacdo de camundongos com o peptideo conjugado ao KLH, n3do foi
capaz de gerar resposta especifica. A solubilidade do peptideo pode ter interferido no
processo de conjugacdo, ndo produzindo um imundgeno de qualidade. Nova
imunizacdo, desta vez utilizando o peptideo encapsulado em lipossomas, foi realizada.
Porém, novamente, ndo foram obtidos anticorpos reativos, atestando a falta de

imunogenicidade do peptideo identificado.

Devido a estas limitacdes experimentais, os resultados obtidos no mapeamento
ainda ndo puderam ser propriamente validados. Entretanto, como resultados
verdadeiramente negativos também nado foram obtidos, uma vez que a solubilidade do
peptideo pode ter interferido nos ensaios, ndo é possivel também descartar a

identificacdo feita a partir da predicdo de PEPOP.

AdaptacOes técnicas para lidar com peptideos de carater hidrofébico estdo
sendo estudadas para que este estudo possa ser concluido (KETELSEN ET AL., 2008), (NoJIMA

ET AL., 2005).

-136 -



»DISCUSSAO

Com o objetivo de estudar o veneno do escorpido de maior importancia médica
para o Brasil, foi feita a predicdo de possiveis epitopos descontinuos para a toxina Ts3
do veneno de Tityus serrulatus. Esta toxina foi escolhida por se tratar da principal
responsavel pela letalidade do veneno e também por se tratar de uma toxina do tipo
a-classica, pertencendo a mesma classe da AaH2, que permitiria uma comparacao

mais aproximada com os demais resultados obtidos nesta tese.

A membrana contendo os 260 peptideos selecionados sintetizados foi
inicialmente testada com soro de coelho anti-veneno total de T.serrulatus. Apesar de
ter sido possivel a diferenciagao de SPOTSs claramente reativos, a reagdao observada nao
foi muito forte. Possivelmente, apenas uma pequena porcentagem das
imunoglobulinas presentes no soro testado seria dirigida contra a Ts3. De fato, esta
toxina representa menos de 1% do conteiddo do veneno total, sendo, portanto,

subrepresentada no imundgeno que deu origem ao soro testado.

De maneira interessante, todos os peptideos reativos com o soro anti-veneno
total de Ts apresentaram composicao semelhante, contendo o segmento YWVHI e pelo
menos mais duas tirosinas (Y). Este segmento corresponde a regido previamente
mapeada na Amm8 e em ambas as predicGes para a AaH2, sendo o W presente neste
segmento homdlogo ao W mapeado nas demais proteinas, membro do ja discutido
dominio nuclear (“core domain”). Este dominio também conta com tirosinas
(FONTECILLA-CAMPS ET AL., 1988) e estas também teriam importante papel tanto na
atividade toxica das a-toxinas quanto na estabilizacdo do sitio de interagdo (SUNETAL.,,
2003). Pela presenca de varios componentes do dominio nuclear, os peptideos reativos
podem representar mimotopos desta regido, explicando assim a propriedade

neutralizante do soro utilizado.

A diversidade de combinacdes reativas desses segmentos observadas no
mapeamento possivelmente se deve a utilizacdo de soro policlonal, que além de
conter imunoglobulinas de especificidades variadas, foi produzido contra uma mistura

de proteinas, aumentando ainda mais esta potencial variabilidade. Na tentativa de
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refinar o resultado obtivo, visando obter uma reatividade mais intensa e especifica, foi

produzido soro especifico contra a Ts3.

Por se tratar de antigeno extremamente tdxico e presente em baixas
concentragdes no veneno, foram utilizadas pequenas quantidades da Ts3
emulsionadas em adjuvante de Freund para imunizar um grupo de apenas 4
camundongos. Este protocolo de imunizacdo foi capaz de levar a producdo de
anticorpos especificos e com capacidade neutralizante, conforme assegurado pelo

ensaio de protecao in vitro.

O imunoensaios de SPOT utilizando os anticorpos anti-Ts3 revelou uma
reatividade mais intensa e mais ampla. Analisando-se os SPOTs reativos, foi possivel
detectar a presenga dos mesmos segmentos identificados como reativos com o soro
anti-veneno total de T.serrulatus, porém o segmento WNYDN esteve também
presente, principalmente nos spots onde se observou reacdo mais intensa. Todos os

spots que apresentaram a combinacao destes dois segmentos se mostraram reativos.

Ao ser localizado no modelo da estrutura 3D da Ts3, o segmento WNYDN
mostrou estar localizado no loop que liga a 12 fita-B a a-hélice. Essa regido se sobrepde
a regido da arginina (R) 18, presente nas demais a-toxina e também membro do ja
discutido dominio nuclear (KaHN ET AL., 2009). Entretanto, R18 estd ausente na estrutura
da Ts3, tendo sido provavelmente substituida ao longo da evolugcdo por uma

asparagina (N), encontrada na sequéncia deste segmento.

Uma fenilalanina (F) também é encontrada na posicdo 17 de toxinas
escorpionicas do tipo a-like e a-inseto, sendo mais um membro da superficie
hidrofdbica conservada. Na Ts3, essa posicdo se encontra preenchida por um W, que
assim como F também é um residuo aromatico (GorRDON & GUREVITZ, 2003). A AaH2 e
outras toxinas do tipo a-classica ndo apresentam esta posicdo preenchida por um
residuo aromatico, mas sim por uma glicina (G). Esta variacdo de residuos na Ts3 pode
ser explicada pelo fato desta ser uma toxina filogeneticamente mais distante e que

evoluiu isoladamente dos demais membros da familia a-classica, uma vez que trata-se
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de uma das poucas toxinas do tipo a presentes em escorpides do chamado “Novo

Mundo”.

Desta maneira, ambos os segmentos identificados utilizando anticorpos
especificos contra a Ts3 pertenceriam ao dominio nuclear. A ligagao de anticorpos a
este dominio preveniriam a interagao da toxina com o canal para sédio, explicando seu

potencial neutralizante observado.

Em um estudo prévio conduzido pela equipe do Dr.Kalapothakis, uma forma
recombinante da Ts3 (Ts3rec) foi produzida e utilizada para imunizar coelhos (dados
nao publicados). A espécie produzida se mostrou desprovida de toxicidade e o ensaio
de neutralizacdo do veneno utilizando o soro anti-Ts3rec ndo apresentou resultados
satisfatdrios, sugerindo que a Ts3 recombinante ndo adquiriu sua conformagao

tridimensional correta.

Para verificar tais possibilidades, uma amostra do soro anti-Ts3rec foi
gentilmente cedida e esta foi testada com a membrana contendo os peptideos
continuos-descontinuos preditos por PEPOP para a Ts3. De fato, a reatividade
observada foi bem mais estrita do que a obtida com os anticorpos anti-Ts3 na sua

forma nativa, reagindo apenas com sequéncias lineares.

Os trés soros testados com os peptideos derivados da estrutura da Ts3 foram
também testados com peptideos lineares sobrepostos derivados da sequéncia da Ts3.
Corroborando a hipétese levantada, o soro anti-Ts3rec reconheceu bem mais
intensamente os peptideos lineares derivados da sequéncia da Ts3, sendo mapeadas
trés regides importantes: o N-terminal (1-18), uma regido central (15-33), e uma C-
terminal (45-57). Apesar dos anticorpos anti-Ts3rec reconhecerem peptideos que
compreendem regides importantes para a toxicidade da Ts3, eles ndo apresentam
propriedades neutralizantes. Uma possibilidade para explicar tal fato é que os residuos
importantes para a interacdo com os anticorpos anti-Ts3rec ndo se encontrariam
disponiveis para a ligacdo na conformacdo nativa da Ts3, sendo possivelmente

mascarados no enovelamento da toxina.
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Tanto o soro anti-veneno total de T.serrulatus quanto o soro anti-Ts3 nativa
ndao reconheceram fortemente nenhuma regido linear da proteina. Uma leve
reatividade foi observada com peptideos que continham os segmentos detectados no
mapeamento de epitopos descontinuos. Esta reagdao fraca demonstra que a simples
presenca de tais fragmentos ndo é suficiente para estabelecer uma interacao forte
com os anticorpos, havendo a necessidade da presenca de outros segmentos para que
uma ligacdo efetiva ocorra, o que reforca o carater descontinuo do possivel epitopo

destes nticorpos.

Estes resultados apresentados para a Ts3 ainda sdo preliminares, mas se
mostram coerentes com a literatura e os demais resultados obtidos ao longo desta
tese. A sintese de um peptideo soltuvel cuja sequéncia conteria os elementos aqui
identificados pode ser uma abordagem para esta validacdo, mas deve ser analisada
com cuidado antes de ser lavada a cabo. Muitas sequéncias reativas foram
identificadas e ndo é evidente qual organizacdo dos residuos poderia produzir
resultado mais satisfatério. E necessdria uma andlise cuidadosa dos segmentos
componentes das sequéncias, da orientacdo dos segmentos, e identidade e
guantidade dos espacadores utilizados, ndo sé dos peptideos mais reativos, mas
também dos peptideos negativos, para que se possa obter o melhor arranjo a ser
utilizado nesses ensaios subsequentes de validagdo. A observacdo de parametros
fisico-quimicos, como a hidrofilicidade, também pode ser importante, para evitar a
sintese de peptideos insollveis, inapropriados para os ensaios comumente utilizados

neste tipo de pesquisa.
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Conforme exposto ao longo da discussdao, é bem aceito pela comunidade de
toxinologistas que a superficie bioativa das a-toxinas em geral seria formada por dois
dominios (WANG ET AL. 2003), (KARBAT ET AL. 2004), ( KARBAT ET AL. 2007), (KAHN ET AL. 2009)
(GORDON ET AL. 2007): o dominio nuclear (“core domain”), composto por residuos
localizados nos loops que interconectam os elementos secundarios da estrutura; e o
dominio NC, formado por residuos no N-terminal e a cauda C-terminal. Apesar de esta
organizacdo ser conservada entre as toxinas desta familia, variacdes sutis na face de
interacdo com os seus receptores no canal produziriam diferencas importantes na sua
funcdo e seletividade (GORDON AND GUREVITZ, 2003), (GORDON ET AL. 2007). Estes residuos
com papel seletor evoluiram sob pressdo seletiva positiva, potencialmente expandindo
a variedade de espécies susceptiveis a toxicidade destas moléculas, contribuindo para
a adaptacdo dos escorpiGes (TIAN ET AL., 2008). Residuos cuja substituicdo levaria a um

aumento da toxicidade também teriam evoluido desta maneira.

A luz deste conhecimento foi possivel analisar os resultados obtidos nesta tese,
detectando um padrdo comum: os epitopos conformacionais mapeados para
anticorpos neutralizantes das a-toxinas se relacionam com a superficie bioativa
determinada para esta familia. Se esta correlacdo observada for realmente
estabelecida, os epitopos descontinuos seriam de fato atores principais nos eventos de

neutralizacdo da atividade toxica dessas moléculas.

Epitopo Descontinuo Identificado

..... GLPDSVKIWTSETNKC
amm8
aah2

GLPDSEPTKTNGK. .[CKSGKK

Figura 59: Alinhamento das sequéncias das toxinas estudadas e dos epitopos descontinuos
identificados. O alinhamento foi feito com base na posicdo das cisteinas. Os epitopos
descontinuos identificados em cada trabalho estdo destacados em vermelho. Em cinza, estdo
ressaltados os residuos importantes para a superficie bioativa e que estiveram presentes na

maioria dos epitopos.

- 142 -



» CONSIDERACOES FINAIS

Como o mapeamento deste tipo de epitopo é uma tarefa complexa, a
metodologia combinada entre predi¢cdo in silico e validagdo experimental é um
caminho a ser seguido, uma vez que esta abordagem se mostrou relativamente
simples e eficaz na tarefa em que se propos. Obviamente, muito ainda deve e pode ser

aperfeicoado nesta técnica, que ainda é recente.

Utilizando o proéprio programa PEPOP, é possivel refinar a predicao,
selecionando regides especificas da molécula que se deseja estudar. E também
possivel selecionar uma metodologia especifica preferencial a ser utilizada para o
desenho de peptideos e também o tamanho destes. As informacdes preliminares
obtidas neste trabalho servirdo de orientacdo para a melhor utilizacdo da ferramenta,

de acordo com os objetivos desejados.

No caso especifico do escorpido T.serrulatus, um estudo semelhante a este,
porém direcionado a caracterizacdo de epitopos descontinuos em toxinas do tipo
seria extremamente importante, uma vez que estas coexistem com a toxina a aqui
estudada no veneno deste escorpido e, apesar de menos toxicas, estdo representadas

em maior abundancia.

Na medida em que novos conhecimentos acerca da imunoquimica das toxinas
escorpionicas vao sendo produzidos, estudos translacionais que transportem estes
dados tedricos para uma aplicacdo direta na producdo do antiveneno e no tratamento
dos casos de envenenamento sdo de extrema importancia. Assim, os esforcos
cientificos empregados seriam justificados e traduzidos em uma melhoria real do

problema motivador destes estudos: a melhoria na produgdo dos antivenenos.
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8. ANEXOS

8.1. ARTIGOS PUBLICADOS

A primeira parte deste trabalho foi compilada em um artigo publicado em 2010,
na VACCINE, do qual fui primeira autora, entitulado: “In vivo protection against Tityus
serrulatus scorpion venom by antibodies raised against a discontinuous synthetic
epitope”, Clara Guerra Duarte, Larissa Magalhdes Alvarenga, Camila Dias-Lopes,
Ricardo Andrés Machado-de-Avila, Christophe Nguyen, Frank Molina, Claude Granier,

Carlos Chavez-Olértegui, anexado a seguir.

A segunda parte foi compilada em uma artigo publicado também publicado em
2010, na VACCINE, do qual fui colaboradora, intitulado: “Design of antibody-reactive
peptides from discontinuous parts of scorpion toxins”, L. Alvarengaa, V. Moreau, L.
Felicori, C. Nguyen, C. Duarte, C. Chavez-Olortegui, F. Molina, M.-F. Martin-Eauclaire,

C. Granier, também anexado a seguir.
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8.2. Outros trabalhos gerados durante a realizacdo desta tese

Além dos acidentes escorpionicos, o loxoscelismo, acidentes causados pelas
aranhas do género Loxosceles, conhecidas como aranha-marrom, também constituem
um grave problema de saude publica no Brasil. Visando a producdo de soro mais
potente e especifico, o uso de peptideos sintéticos como imundgenos, para produzir
resposta de anticorpos em coelhos foi testado. Apdés mapeamento pelo método de
SPOT, seis regides antigénicas foram mapeadas e sintetizadas para a imunizacdo de
coelhos. Foi possivel verificar a produgdo de anticorpos que reagiram cruzadamente
com a LiD1, principal toxina do veneno da aranha Loxosceles intermedia, entretanto,
apenas um dos seis peptideos utilizados se mostrou imunogénico. As atividades
dermonecrdtica, hemorragica e edematogéncia induzidas pela injecdo da LiD1 em
coelhos ndo imunizados foram inibidas 82%, 35% e 35% respectivamente pela pré-
incubacdo com os anticorpos anti-peptideo preparados. A imunizacdo combinada dos
peptideos com uma dose da LiD1 conferiu protecdo mais eficiente. Esses resultados
suportan a continuidade das investigacdes da utilizacdo de peptideos sintéticos para a

producdo de antivenenos.

Estes resultados obtidos foram compilados e publicados em 2009, na VACCINE,
com o titulo “An in vivo protective response against toxic effects of the dermonecrotic
protein from Loxosceles intermedia spider venom elicited by synthetic epitopes”, Liza
Felicoria, Paula B. Fernandes, Mario S. Giusta, Clara G. Duarte, Evanguedes
Kalapothakis, Christophe Nguyen, Frank Molina, Claude Granier, Carlos Chavez-

Olértegui., em anexo.
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