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Resumo

Temos utilizado a técnica de SPOT-sintese para construir peptideos lineares (doze
residuos de aminoacidos com sobreposi¢do de nove) sobre uma superficie de celulose
cobrindo toda sequéncia primaria de aminoacidos da mutalisina Il, uma metaloproteinase
responsavel pela atividade hemorragica do veneno de Lachesis muta muta (Viperidae).
Soro de coelho antimutalisina Il ao reagirem com estes peptideos revelaram trés
principais regiées imunogénicas: uma C-terminal, Central e N-terminal da proteina. Uma
sequéncia peptidica de cada regido imunogénica identificada foi selecionada para a
sintese quimica. Os peptideos foram purificados e analisados por espectrometria de
massas. Estes peptideos foram reconhecidos pelo soro de coelho antimutalisina Il em um
ensaio de ELISA. Os peptideos foram acoplados ao KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin)
para a producao de anticorpos antipeptideos em coelho. Estes anticorpos reconheceram
moderadamente a mutalisina Il e fracamente o veneno total. Foi purificada a fragao 1gG
do soro de coelho antipeptideos para utilizacdo em ensaio de inibicdo desta enzima.
Estes anticorpos foram capazes de neutralizar a atividade proteolitica da enzima em
63,5%.



ABSTRACT

SPOT - synthesis technique has been used to construct immobilized linear peptides
(twelve amino acids residues overlapping nine residues) over cellulose surface covering
the entire primary amino acid sequence of mutalisin I, a metalloproteinase responsible for
hemorrhagic activity of Lachesis muta muta venom. Rabbit serum against mutalisin Il
reacted with these peptides and revealed three major immunogenic regions: a C-terminal,
a Central and N-terminal of the protein. A peptide sequence of each identified
immunogenic region was selected for its chemical synthesis. The peptides were purified
and analyzed by mass spectroscopy and these peptides were recognized by rabbit serum
against mutalisin Il in an ELISA assay. The peptides were coupled to KLH (Keyhole
Limpet Hemocyanin) for the production of antipeptides antibodies in rabbit. These
antibodies had a mild recognition of mutalisin || and a weak recognition of the whole
venom. The IgG fraction of the rabbit serum antipeptides was purified for an inhibition
assay of this enzyme. These antibodies were capable to inhibit the proteolitic activity of

the enzyme by 63,5%.
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1 —INTRODUCAO
1.1 — Serpentes.

Serpentes s&o animais vertebrados pertencentes ao grupo dos répteis. Seu corpo
€ recoberto por escamas, conferindo-lhes um aspecto ora brilhante ora opaco,
apresentando uma certa aspereza quando tocadas. As serpentes, como outros répteis,
nao conseguem controlar a temperatura de seu corpo, por isso sdo chamados de animais
ectotérmicos. Isso implica que ao tato elas paregam frias, pois sua temperatura € muito
préxima a do ambiente em que elas se encontram.

Segundo a Organizagao Mundial de Saude existem no mundo aproximadamente
3000 espécies de serpentes, sendo que 10 a 14% sao consideradas peg¢onhentas
(PINHO, 2001). Estes animais apresentam-se em tamanhos variados que vao desde
espécies escavadoras, que se alimentam de cupins e crescem até 10 centimetros, a
grandes constritoras, com quase 10 metros de comprimento (POUGH, 1999). Atualmente
as serpentes conhecidas estdo espalhadas pelos cinco continentes, ilhas e mares, desde
a linha do equador até préximo dos circulos polares, aumentando gradativamente o
numero de espécies nas regides tropicais.

Didaticamente, as serpentes podem ser classificadas em dois grupos basicos: as
peconhentas, isto €, aquelas que conseguem inocular seu veneno no corpo de uma

presa ou vitima, e as ndo pegonhentas.

14



1.2 — Serpentes peconhentas e ndo-pegonhentas.

Alguns critérios sdo utilizados para a identificagdo, a uma distadncia segura no
campo, de serpentes pegonhentas ou ndo e sdo mostrados na figura 1. O primeiro deles
€ a presenca de um orificio entre o olho e a narina da serpente, denominado Fosseta
Loreal. E possivel dizer que, no Brasil, toda aquela que possui esse orificio é
considerada peconhenta. A fosseta Loreal é utilizada para perceber a presenca de calor
(termorrecepcao), o que permite a serpente cagar no escuro presas que emitam calor de
seus corpos, tais como pequenos mamiferos e aves. A Unica serpente brasileira que é
peconhenta e ndo possui Fosseta Loreal é a cobra-coral verdadeira (género micrurus).

Outra caracteristica importante na distingdo das serpentes pegonhentas é o tipo de
terminagdo de sua cauda. Algumas serpentes apresentam, além da Fosseta Loreal, um
chocalho na ponta da cauda, que emite um som caracteristico de alerta quando a
serpente é perturbada. Essas serpentes sdo conhecidas como cascavéis (género
Crotalus). As cascavéis sao facilmente encontradas em areas abertas e secas, mesmo
nas areas de cultivo agricola de grande parte do Brasil, excetuando-se as areas de

vegetacdo mais densa.

¢ Narina
Fosseta Loreal
Cauda hil Ifji-llémiﬁjlfj Escamis erigadas
“hoe \ ,
e < T
Eejﬁjﬁhaw ;:a.;.ﬁwh“"‘ -
Botbrops Crotalius Lachesis

Figura 1 — Critérios de identificagdo entre serpentes pegonhentas e nao-pegonhentas. Modificado
de FUNASA 2001.
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Algumas serpentes apresentam a extremidade da cauda com as escamas
ericadas lembrando uma escova. Essas sdo as chamadas surucucus ou pico-de-jaca
(género Lachesis), nome dado em virtude do aspecto da pele do animal se parecer muito
com a fruta. Estas s&o encontradas apenas em areas de floresta tropical densa, como na
Floresta Amazdnia e no pouco que resta da Mata Atlantica.

Outras serpentes possuem apenas como indicativo de serem peconhentas a
Fosseta Loreal. Isto se deve pelo fato da terminacdo de sua cauda ser toda lisa. Estas
serpentes pertencem a familia das jararacas (género Bothrops). As jararacas podem ser
encontradas, em sua grande maioria, em areas mais limitadas de matas, apesar de

alguns tipos habitarem também zonas de caatinga e cerrado.
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1.3 — Denticao.

Outro aspecto utilizado para distinguir serpentes peconhentas de nao-pegonhentas
€ o tipo de denticdo. No grupo das serpentes pegonhentas existem dois tipos de
denticdo. Um, onde o par de dentes que injeta o veneno é dianteiro, fixo, pequeno e
semi-canaliculado e pouco se destaca dos demais dentes macicos e menores. Este tipo
€ denominado denticdo proterdglifa. No outro, os dentes fixos sd0 menores e em
pequeno numero, destacando-se os que injetam o veneno, que s&o longos, dianteiros,
completamente canaliculados, (semelhantes a uma agulha hipodérmica), curvados para
tras quando a serpente esta com a boca fechada e movendo-se para frente no momento
em que ela desfere o bote. Esta ultima € denominada dentigdo solenoglifa.

No grupo das nao-pegonhentas, dois tipos basicos de denticdo também podem
observados. Quando o animal possuir muitos dentes fixos, pequenos e macigos, esta
recebe o nome de dentigdo aglifa; em outro tipo além desses dentes fixos, pequenos e
macigos, observa-se ao fundo da boca um par de dentes mais longos que penetram na

presa quando esta € mordida, esta denticdo é chamada dentigcdo opistoglifa.

Figura 2 — Dentigdo de serpentes. Pl = presa inoculadora. (a) Aglifa (sem presa inoculadora);
(b, c) Opistoglifa (presas inoculadoras na porgao posterior do maxilar); (d) Solendglifas (presas
inoculadoras sobre um maxilar giratdrio); (e) Proterdglifa (presas inoculadoras permanentemente

eretas na porgao anterior do maxilar). Modificado de POUGH, 1999.
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1.4 — Distribuicdo geografica e caracterizacdo das familias de serpentes

brasileiras de importancia médica.

No Brasil existem aproximadamente 250 espécies de serpentes distribuidas em
todo territério nacional, sendo que destas, 70 sao peconhentas. A maioria destes
acidentes deve-se a serpentes pertencentes a quatro familias, que englobam os géneros:
Bothrops (jararaca, jararacugu, urutu e outros), Crotalus (cascavel), Lachesis (surucucu,
surucutinga) e Micrurus (coral).

E de grande importancia, tanto médica quanto ecoldgica, que as serpentes de uma
regiao, peconhentas ou ndo, de uma regiao, sejam reconhecidas e identificadas de forma
a auxiliar no rapido e preciso tratamento soroterapico das vitimas desse tipo de acidente

e para conhecimento da fauna ofidica local.

Familia Viperidae

Género: Bothrops (incluindo Bothriopsis e Porthidium)

Corresponde ao acidente ofidico de maior importancia epidemiolégica no pais,
pois € responsavel por cerca de 90% dos envenenamentos (FUNASA, 2001). Este
género compreende cerca de 30 espécies, distribuidas desde o extremo Norte até o Sul
do territério nacional. Sao conhecidas popularmente por: jararaca, jararacugu, urutu-
cruzeira, jararaca-do-rabo-branco, malha-de-sapo, caigara entre outras denominagdes.

Estas serpentes habitam as zonas rurais e periferias de grandes cidades,
preferindo ambientes umidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja facilidade
para proliferacdo de roedores (paidis, celeiros, depédsitos de lenha). Tém habitos
predominantemente noturnos ou crepusculares. Apresentam cabeca triangular, fosseta
loreal e cauda lisa. Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem
ameacadas, desferindo botes sem produzir ruido.

Seu veneno tem acao proteolitica, coagulante e hemorragica. Os sintomas sao
caracterizados pela dor e edema endurado no local da picada, de intensidade variavel e,

em geral, de instalagdo precoce e carater progressivo. Equimoses e sangramentos no
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ponto da picada sao frequentes. Infartamento ganglionar e bolhas podem aparecer na

evolugao, acompanhados ou n&o de necrose (FUNASA, 2001).

Género: Crotalus

E responsavel por cerca de 7,7% dos acidentes ofidicos registrados no Brasil,
podendo representar até 30% dos acidentes em algumas regides. Apresenta o maior
coeficiente de letalidade devido a freqiéncia com que evolui para insuficiéncia renal
aguda (FUNASA, 2001). O género agrupa varias subespécies, pertencentes a espécie
Crotalus durissus. Popularmente sdo conhecidas por cascavel, cascavel-quatro-ventas,
boicininga, maracambdia, maraca e outras denominag¢des populares. Sdo encontradas
desde o Parana até o Piaui em campos abertos, areas secas, arenosas e pedregosas e
raramente na faixa litoranea. Nao ocorrem na Floresta Amazénica e no Pantanal. Nao
sdo agressivas e, quando excitadas, denunciam sua presenga pelo ruido caracteristico
do guizo ou chocalho.

As principais agbes do veneno de cascavel: neurotoxica, miotdxica e coagulante.
As manifestagdes clinicas sdo pouco importantes no acidente crotalico apresentando um
quadro local pouco expressivo sem dor. Ha parestesia local ou regional que pode
persistir por tempo variavel, podendo ser acompanhada de edema discreto ou eritema no
ponto da picada. Pode ocorrer também mialgia generalizada, podendo haver evolugao

para insuficiéncia renal aguda, causa maior de 6bito neste grupo (FUNASA, 2001).

Género: Lachesis

Por se tratar de serpentes encontradas no interior da Floresta Amazénica, onde a
densidade populacional & baixa, o sistema de notificacdo n&do é tao eficiente e as
informacgdes disponiveis sobre esse tipo de acidente sdo escassas (FUNASA, 2001).

O veneno tem trés tipos principais de agdes: proteolitica, coagulante, hemorragica
(FUNASA, 2001). Os envenenamentos humanos por esta sub-espécie, embora
infrequentes, sdo sempre severos devido ao tamanho da serpente e a quantidade de

veneno injetada em uma unica picada. Estes acidentes tém por caracteristica um
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pronunciado dano tecidual local e altera¢des sistémicas como hemorragia, hipotensao,
coagulopatias insuficiéncia renal e choque cardiovascular. Outros sintomas como
bradicardia, diarréia e vOmito também foram descritos. Pouco se sabe sobre a
patogénese das alteragdes locais e sistémicas produzidas por este veneno (RUCAVADO,
1998).

Familia Elapidae

Género: Micrurus

Corresponde a 0,4% dos acidentes com serpentes peconhentas registrados no
Brasil (FUNASA, 2001). Esta serpente esta presente desde o sul da Bahia, Regiao
Central até o Sul do Brasil. Mais conhecida como cobra coral, a Micrurus tem habito
subterraneo vivendo sob o folhico, troncos em decomposicao, entre raizes e pedras. Nao
€ agressiva, nao da bote e oferece perigo somente quando manuseada. Sua presa de
veneno é fixa e pequena localizada na parte anterior da boca, por isso ela morde ao
invés de picar.

O seu veneno tem como principal caracteristica a acédo neurotdxica. Os
constituintes toxicos do veneno sdo denominados neurotoxinas (NTXs) de acao pré-
sinaptica e pos- sinaptica (FUNASA, 2001).
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1.5 — Ofidismo: um caso de saude publica

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de saude publica nos
paises tropicais pela freqiéncia com que ocorrem e pela morbidade e mortalidade que
estes resultam. A Organizagdo Mundial de Saude estima que, no mundo, ocorram de
1.250.000 a 1.665.000 acidentes com serpentes peconhentas por ano com o numero de
obitos girando em torno de 30.000 a 40.000 mortes (PINHO, 2001).

Segundo dados notificados a Fundagédo Nacional de Saude, ocorreram no Brasil,
no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993, 81.611 acidentes ofidicos, o que
representa uma média de 20.000 casos/ano para o pais (FUNASA 2001). A maioria das
notificacbes procedeu das regides Sudeste e Sul, as mais populosas do pais e que

contam com melhor organizagao de servigos de saude e sistema de informacgéo.

400, 0%

Grafico 1. Procedéncia das notificagoes segundo as regides fisiograficas do Brasil, 1990 —
1993 (FUNASA, 2001).

Nos 81.611 casos notificados no periodo, o coeficiente de incidéncia para o Brasil
foi de aproximadamente 13,5 acidentes /100 mil habitantes, com a regidao Centro-Oeste
contribuindo com o maior indice do pais (33 acidentes/100 mil habitantes), seguido pela
regido Norte (24 acidentes/100 mil habitantes), Sul (16 acidentes/100 mil habitantes),
Sudeste (13 acidentes/100 mil habitantes), deixando para o Nordeste o titulo de menor
indice (7 acidentes/100 mil habitantes) (FUNASA, 2001). Nas regides Norte, ainda que
apresentando um alto coeficiente, e a regido Nordeste podem ocorrer subnotificagdo

tendo em vista a dificuldade ao acesso aos servicos de saude.
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Regiao Coef.90 Coef.91 Coef.92 Coef.93

Brasil 13.78 13,30 14,08 13,94
Morte 24 44 23,23 23,77 25,89
MNordeste a7 6,71 6,23 7.65
Centro=0este 3475 28,35 37,98 32,13
Sudeste 13,15 13,24 12,92 12,34
Sul 15,35 15,11 17,52 15,83

Tabela 1 — Coeficiente de incidéncia anual (por 100.000 habitantes) dos acidentes
ofidicos por regiao fisiografica do Brasil, 1990 a 1993 (FUNASA, 2001).

A ocorréncia do acidente ofidico esta, em geral, relacionada a fatores climaticos e
ao aumento da atividade humana nos trabalhos no campo. Nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, observa-se incremento do numero de acidentes no periodo de Setembro a
Marco. Na regido Nordeste, os acidentes aumentam de Janeiro a Maio, enquanto que, na
regiao Norte, ndo se observa sazonalidade marcante, ocorrendo os acidentes
uniformemente durante todo o ano (FUNASA, 2001). Em 52,3% das notificacdes, a idade
dos acidentados variou de 15 a 49 anos, onde se concentra a principal faixa etaria de
forca de trabalho do pais. O sexo masculino foi acometido em 70% dos acidentes
enquanto o feminino em 20% deles (FUNASA, 2001).

Em 16,34% das 81.611 notificagdes analisadas, o género da serpente néo foi
informado. Nos 65.911 casos de acidentes por serpente peconhenta, quando o animal foi
identificado, a distribuicdo dos acidentes, de acordo com o género da serpente envolvida,

pode ser observada na tabela 2.

Distribuigao n® acidentes %o
Bothrops 595619 73
Cratalus 5.072 6,2
Lachesis 239 1,1
Micrurus 281 0,3
Mo informaodaos 13.33% 16,3
Méo peconhentos 2.361 3,0

Tabela 2 — Distribuicdo dos acidentes ofidicos, segundo o género da serpente
envolvido, Brasil 1990 — 1993 (FUNASA, 2001).
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Dos 81.611 casos notificados, houve registro de 359 ébitos. Excluindo-se os 2.361
casos informados como n&o-pegonhentos, a letalidade geral para o Brasil foi de 0,45%. O
maior indice foi observado nos acidentes com serpentes do género Crotalus, onde em
5.072 acidentes ocorreram 95 6bitos (1,87%).

Ga n° n*® Letalidade
Enero Cosos Obitos {%)
Bothrops 50.419 185 0,31
Crotalus 5.072 o5 1,87
Lachesis 939 9 0,95
Micrurus 281 1 0,35

Méo informadeo 13.339 &9 0,52
Total 79.250 359 0,45

Tabela 3 — Letalidade dos acidentes ofidicos por género de serpente
brasileira, 1990 — 1993 (FUNASA, 2001).

A letalidade do acidente ofidico ndo se mostra uniforme nas regibes fisiograficas,
como se observa no grafico 2. O maior indice foi registrado no Nordeste, apesar desta
regido apresentar o menor coeficiente de incidéncia do pais.

Letalidade

0.81

025

0,26

NE co M 5 SE BR
Regiio Fisiografica

Grafico 2 — Letalidade dos acidentes ofidicos por regido fisiografica do Brasil, 1990 a
1993 (FUNASA, 2001).
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1.6 — Lachesis muta muta

O género Lachesis (familia Viperidae, sub-familia: Crotalinae) inclui somente uma
espécie, a L. muta (Linnaeus, 1766), distribuida nas Américas Central e do Sul, da
Nicaragua ao Brasil. Desta unica espécie, quatro subespécies sdo normalmente
reconhecidas: L. m. stenophrys, distribuida na costa atlantica da Nicaragua, Costa Rica e
Panama e em algumas areas da costa do Pacifico na Colémbia; L. m. melanocephala,
restrita a regido da costa do Pacifico ao sul da Costa Rica; L. m. muta, distribuidas nas
forestas tropicais da Colombia, Venezuela, Guianas, Suriname, Peru, Equador e Brasil; e
L. m. rhombeata confinada a areas de mata Atlantica no Brasil (OTERO, 1998).

A serpente Lachesis muta muta, também conhecida popularmente como surucucu,
€ o0 maior Crotalideo brasileiro e uma das maiores cobras pegonhentas do mundo,
podendo medir até 4,5m de comprimento. A surucucu vive na mata densa e umida, em
tocas de pedra ou em galerias de animais silvestres. Possuem habitos noturnos e
alimenta-se principalmente de pequenos mamiferos. Ao contrario de outros crotalideos, a
fémea é ovipara e seus ovos possuem um periodo de incubagdo de 76 a 79 dias
(FUNASA, 2001).

Suas presas inoculadoras de veneno ultrapassam 3cm de comprimento. Tem um
comportamento agressivo e o seu bote pode ultrapassar 3m de extensdao com no minimo
1m de altura (FUNASA, 2001).
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Figura 3 — Serpente Lachesis muta muta.
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1.7 — Componentes bioquimicos do veneno de L. muta muta

Os venenos das serpentes contém componentes que servem nao sé para
imobilizar a presa, mas também para facilitar a digestdo. O veneno é uma complexa
mistura de substancias organicas e inorganicas com mais de 90% do peso seco do
veneno sendo composto de polipeptideos, incluindo enzimas, toxinas e pequenos
peptideos. Restos de tecido insoluveis também sao freqlientemente notados em venenos
extraidos em cativeiro. Os constituintes inorganicos dos venenos incluem: Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P, Co, e Zn. O papel biolégico de cada metal ndo esta claro, entretanto, &
provavel que alguns deles, como o Ca, Mg e Mn, sejam importantes para a estabilizagao
de certas proteinas do veneno, enquanto outras, em particular, Zn, Cu, Fé e Co, possam
ser participantes nos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos do
veneno, como de metaloproteinases (BJARNASON, 1994).

O veneno da maioria das espécies de serpentes venenosas contém varios
componentes toxicos, que juntos podem atuar sinergicamente o que individualmente
pode apresentar um efeito predominante em vitimas humanas ou animais experimentais
(SANCHEZ, 2003). A maioria do veneno bruto é composta de componentes protéicos. Os
outros compostos incluem carboidratos (glicoproteinas), lipideos (primariamente
fosfolipidios), aminas biogénicas (particularmente abundante nos venenos de Viperideos
e Crotalideos), nucleotideos e aminoacidos (BJARNASON, 1994).

A serpente Lachesis muta muta desenvolveu um notavel veneno com variadas
atividades, como a hemorragica, proteolitica e coagulante. A atividade proteolitica tem
como principais sintomas lesdes locais como edema, bolhas e necrose. Esta acdo do
veneno possui patogénese complexa e € resultado da atividade de proteases,
hialuronidases e fosfolipases, assim como a liberacdo de mediadores de resposta
inflamatoria, a acdo das hemorraginas sobre o endotélio vascular e da agdo coagulante
do veneno. (SANCHEZ, 1991).

A manifestagdao de dano tecidual no local da picada, como a hemorragia, esta
entre os mais dramaticos e pronunciados efeitos do envenenamento por L. muta muta
(BJARNASON, 1994).
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Na literatura ha relatos de sangramento persistente nas marcas da mordida,
sangramento do intestino (SILVA HAAD, 1980), equimose local (TORRES et al., 1995),
epistase e hematuria (OTERO PATINO et al., 1993). Bolafios et al. (1982) sugeriu que o
sangramento espontaneo em envenenamentos por L. muta muta sdo menos comuns que
nos acidentes botropicos, embora também tenham sido relatado os sintomas
relacionados acima pelos outros autores.

A acdo coagulante do veneno de L. muta muta foi descrita por Silveira et al.
(1989) e Yarleque et al. (1989) a partir da caracterizagdo de uma fragdo de veneno com
atividade tipo trombina (enzimas thrombin-like) que convertem fibrinogénio em fibrina.
Esta acdo produz disturbios o sistema de coagulagéo, caracterizados pelo consumo de
seus fatores ocasionando em uma potenciagdo da agao hemorragica do veneno.

Sintomas neurotoxicos distintos foram relatados por Silva Haad (1980), Bolanos et
al. (1982), Bard et al. (1994), Torres et al. (1995) e Jorge et al. (1996) em
envenenamentos por L. muta muta. O surgimento de nauseas, colica abdominal,
hipotensdo, bradicardia, hipersalivagdo, sudorese, disturbios respiratérios, repetidas
ocorréncias de vémito, diarréia e sintomas de choque ocorridos em periodos de tempo
que variam de 15 a 90 minutos apds o acidente. Sanchez e colaboradores relataram a
purificagcdo de fatores do veneno de L. muta muta capazes de ativar o plasminogénio e

provocar a liberagao de cininas.
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1.8 — Metaloproteinases dos venenos de serpentes (SVMP).

A atividade hemorragica dos venenos de serpentes € atribuida a presencga de
metaloproteinases (SVMPs). As metaloproteinases zinco dependentes sao componentes
importantes e estdo presentes em altas concentracbes nos venenos de serpentes da
familia viperidae (BJARNASON, 1994). As SVMPs sao responsaveis pelas conspicuas
hemorragias associadas aos acidentes com serpentes da familia viperidae.

Estes fatores apresentam agao em diversos componentes do sistema hemostatico
e fibrinolitico. O mecanismo de hemorragia induzida por metaloproteinases do veneno
nao parece depender da degradacdo disseminada de componentes da matriz
extracelular, mas provavelmente da hidrolise de sitios altamente especificos e ainda
indefinidos na lamina basal dos capilares, que é responsavel pela sua integridade
(OHSAKA et al. 1973; BJARNASON, 1994). A clivagem de proteinas da membrana basal
com consequente enfraquecimento da estrutura dos capilares constitui o principal
mecanismo pelo qual estas enzimas provocam hemorragia (GUTIERREZ, 2000).

Elas sdo encontradas em diferentes estados de processamento como precursores
zimogénicos: as SVMPs da subfamilia P-I contém apenas o dominio catalitico, enquanto
a subfamilia P-1ll os dominios desintegrin-like / cysteine-rich sdo adicionados ao dominio
catalitico (FOX AND LONG, 1998).

O dominio catalitico das SVMPs compartilham grande similaridade estrutural e
funcional com os dominios de outras metaloproteinases (TANJONI, 2003). Muitas destas
enzimas tém um alto grau de conservagao dos residuos envolvidos na ligagédo do atomo
de zinco catalitico, apresentando o motivo (HEXXH) ou este mesmo motivo de forma
mais complexa (HEXXHXXGXXH) (STOCKER, 1995). Deste modo, Stocker e
colaboradores sugeriram o nome “metzincinas” para estas enzimas, fazendo uma aluséo
ao motivo conservado com um atomo de zinco e um residuo de metionina, muito

conservado, localizado no assoalho do sitio catalitico que forma uma met-turn.
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1.9 — Fatores Hemorragicos Laquéticos (LHFs)

Previamente, Sanchez e colaboradores (1987, 1991) reportaram o isolamento de
dois fatores hemorragicos do veneno de L. muta muta, chamados de mutalisina | e Il. As
toxinas hemorragicas no veneno deste crotalideo foram caracterizadas como sendo
metaloproteases (zinco endopeptidases) (SANCHEZ, 2000) e o veneno de surucucu
contém duas classes destas toxinas hemorragicas, que sao diferenciadas pelo seu peso
molecular.

O primeiro fator hemorragico, mutalisina | € uma glicoproteina de massa 100 kDa,
com duas subunidades e ponto isoelétrico de 4.7. Ela € agrupada com as toxinas
hemorragicas de classe IV membros da subfamilia das reprolisinas (SANCHEZ, 2003).
Este fator apresenta uma elevada agcdo hemorragica, com cerca de 39 vezes mais
atividade especifica do que a observada no veneno bruto de onde foi purificado, e uma
baixa atividade proteolitica (SANCHEZ, 1995).

O segundo fator hemorragico, mutalisina I, € uma zinco metaloproteinase de
cadeia unica, apresentando 1 mol de zinco e dois moles de calcio por mol de proteina e
200 residuos de aminoacidos, cuja extremidade amino terminal é bloqueada por um
residuo de glutamina ciclizada. Apresenta massa molecular de 22.5 kDa, , auséncia de
glicosilagdes e ponto isoelétrico de 6.6 (SANCHEZ, 2003). Baseando-se em seu dominio
estrutural, esta enzima esta agrupada na metaloproteinases de classe P1, membro da
familia das reprolisinas de metzincinas (BJARNASON, 1994; STOCKER, 1995;
SANCHEZ, 2003).

A mutalisina |l apresenta baixa atividade hemorragica e alta atividade proteolitica
sobre varios substratos, o que esta de acordo com relatos de outras pequenas
metaloproteinases (BJARNASON, 1994).Testes in vivo e in vitro realizados por Rucavado
(1999) demonstraram que uma quantidade significante de mutalisina |l é necessaria para
induzir uma hemorragia evidente.

Esta metaloproteinase hidrolisa os componentes da matriz extracelular, induz a
sintese e ativacdo de metaloproteinases da matriz que podem participar de sua
degradacdo e induzir o edema (RUCAVADO, 1999). Este fator hemorragico possui
atividade proteolitica sobre diversos substratos, como a caseina, dimetilcaseina,
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fibrinogénio e fibrina. Ela ndo induz a formag&o de coagulo, mas hidrolisa seletivamente a
cadeia Aa do fibrinogénio, deixando inalteradas as cadeias Bp e y-y (SANCHEZ, 1991).
Esta enzima também degrada laminina, fibrinectina, colageno do tipo IV e induz
mionecrose moderada (RUCAVADO, 1999).

A atividade hemorragica, bem como a proteolitica, € inibida por quelantes (EDTA,
EGTA). Os inibidores de serinoproteases (PMSF) nao tém efeito sobre este fator
hemorragico. Esta enzima tem a sua atividade em 50% em presenca de Calcio e é
inibida em até 90% em presenca de Zinco (SANCHEZ, 1991).

Em 2003 Sanchez e colaboradores relataram a purificacdo de duas isoformas da
mutalisina Il (lla e llb) purificadas do veneno de L. muta muta. As duas isoformas
apresentavam notaveis similaridades em suas propriedades fisicas, bioquimicas e
imunoldgicas.

No presente momento, o Uunico tratamento especifico recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude para o envenenamento por venenos de serpentes é o
uso do soro antiofidico (THEAKSON, 2002). Este é obtido de cavalos imunizados com
veneno total utilizando adjuvante de Freund (completo e incompleto) ou hidroxido de
aluminio, em alguns casos. Os anticorpos do cavalo sao digeridos com pepsina e o0s
fragmentos F(ab’), sédo purificados e usados como antivenenos. Este produto contém
fragmentos F(ab’), irrelevantes, que requerem o uso de grandes quantidades de
antiveneno para neutralizar os efeitos do veneno (CALDERON-ARANDA, 1999).
Portanto, seria vantajoso de antigenos que consistem principalmente de epitopos
especificos neutralizantes de modo a produzir soros mais especificos e mais eficientes
(CALDERON-ARANDA, 1996).

Em 2001, Souza e colaboradores relataram a produgdo de um anticorpo anti-
mutalisina-ll produzido em coelhos imunizados com mutalisina Il capaz de neutralizar sua
atividade proteolitica. Este mesmo anticorpo policlonal também foi capaz de neutralizar
50% da atividade proteolitica do veneno bruto de Lachesis muta muta, Trimeresurus
flavoviridis, Bothrops alternatus e B. atrox.

Estevao-Costa et al. (2001) produziram um anticorpo monoclonal em
camundongos imunizados com veneno total de L. muta muta. Este anticorpo monoclonal,

chamado de mAb B.D,, foi testado para avaliar a sua reatividade cruzada e capacidade
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de neutralizar a atividade hemorragica de venenos de varias serpentes do género
Bothrops. O mAb B;D4, ndo somente apresentou uma forte reacdo cruzada com os
venenos de Bothrops alternatus, B. atrox, B. itapetiningae and L. muta. muta como
também foi capaz de neutralizar a atividade hemorragica da mutalisina-ll e destes
venenos. Este mADb, no entanto, ndo apresentou reatividade alguma com o veneno de
Micrurus frontalis ou Crotalus durissus terrificus que, sabidamente, ndo apresentam
atividade hemorragica.

Com base nestes relatos, a mutalisina-ll pode ser considerada um antigeno
importante com grande potencial para a preparagdo de antivenenos direcionados para a
soroterapia e até mesmo para a vacinagdo. O grande empecilho € a toxicidade desta
proteina e a dificuldade de obtenc&o do veneno de L. muta muta e a sua purificagao.

Tendo em vista este problema o presente trabalho tem por objetivo o
mapeamento, caracterizacdo e a producdo de epitopos lineares sintéticos da
metaloprotease mutalisina Il, com a tentativa de produzir anticorpos neutralizantes desta
enzima. A producao destes epitopos pode auxiliar no tratamento, ou até, na prevencao

da atividade hemorragica em acidentes laquéticos e botropicos.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivos Gerais

Mapear, caracterizar e sintetizar epitopos lineares da metaloproteinase mutalisina
Il purificada do veneno de L. muta muta na tentativa de produzir anticorpos neutralizantes

contra esta toxina.

2.2 — Objetivos especificos

Produzir peptideos lineares sintéticos ligados a membrana (SPOT sintese) para

selecdo dos melhores determinantes antigénicos.

o Produzir peptideos sintéticos soluveis a partir das melhores sequéncias
selecionadas por SPOT sintese.

o Produzir anticorpos neutralizantes contra os peptideos sintéticos obtidos a partir do

mapeamento da mutalisina .

o Caracterizar a resposta imune apds a imunizagao com os peptideos sintéticos.

o Realizar ensaios de inibicdo da mutalisina Il com os anticorpos produzidos.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais e Mutalisina Il.

Dois coelhos da ragca New Zealand pesando 2 Kg foram utilizados para o
programa de imunizagdo. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG e receberam agua e alimentacdo em condigdes
controladas.

A enzima mutalisina Il purificada foi gentilmente cedida pelo Doutor Eladio
Sanchez do Laboratério de Bioquimica de Proteinas da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED).

3.2 — Preparacao dos anticorpos antimutalisina II.

Anticorpos antimutalisina Il foram produzidos em coelho. Apds a coleta do
soro pré-imune, o coelho recebeu em cinco pontos de seu dorso, inicialmente,
uma injecdo subcutadnea de mutalisina Il (200ng em 1,0mL de PBS, pH 7.4)
emulsificada em 1,0mL de adjuvante completo de Freund. Mais trés doses de
reforgco (200ug em 1,0mL de PBS, pH 7.4) em 1,0mL de adjuvante incompleto de
Freund foram administradas com vinte e um, quatorze e sete dias depois da
primeira injecdo. Uma semana apds a ultima injecdo o coelho foi sangrado e o
soro utilizado para os ensaios.

A fragdo 1gG do soro hiperimune de coelho foi purificada por cromatografia de

afinidade em coluna de proteina A sepharose, segundo Ey et al., 1978.
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3.3 — Preparacao de anticorpos antipeptideos carreados ao KLH.

Anticorpos antipeptideos carreados ao KLH foram produzidos em coelho.
Apdés a coleta do soro pré-imune, o coelho recebeu uma injegao inicial de
peptideos carreados (500ug em 1,0mL de PBS, pH 7.4) emulsificada em 1,0mL
de adjuvante completo de Freund e a emulsdo foi injetada subcutaneamente em
cinco pontos no dorso do coelho. Mais trés doses de refor¢go (500ug em 1,0mL de
PBS, pH 7.4) em 1,0mL de adjuvante incompleto de Freund foram administradas
com vinte e um,quatorze e sete dias depois da primeira injecdo. Uma semana

apos a ultima injegcao o coelho foi sangrado e o soro utilizado para os ensaios.
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3.4 — Sintese de peptideos ligados a membrana de celulose (método Spot-

sintese).

A sintese paralela de peptideos sobre membrana de celulose € uma técnica que
permite a construgdo rapida de um grande numero de peptideos (816 por sintese ou
ciclo), em pontos, ou spots, delimitados por volume de deposi¢ao de cada aminoacidos.
Os aminoacidos sao depositados em volume minimo (0,6 pl) com auxilio de um
micropipetador automatico, permitindo obter aproximadamente 50 nanomoles de
peptideo por ponto como descrito por FRANK, 2002. A sintese multipla é realizada em
um sintetizador e o plano de distribuicdo dos aminoacidos, bem como a determinacao
dos protocolos dos diversos peptideos sao definidos em um programa de computagao
(MOLINA et al, 1996).

A sintese dos spots ocorre da seguinte forma: os grupos hidroxilas livres sobre a
membrana de celulose servem de ponto de ancoragem para a sintese do peptideo. Estes
grupos sao acoplados através de ligacdo estavel com 8 a 10 unidades de
polietilenoglicol, com o objetivo de afastar o peptideo do suporte e conferir melhor
estabilidade na ligagdo do peptideo a membrana. A sintese do peptideo inicia-se sempre
pelo C-terminal do ultimo aminoacido da sequéncia estabelecida. Apds a desprotecédo do
aminoacido, ligado a um grupo protetor Fmoc, pela adicdo de 20% de piperidina em
DMF, as fungbes aminas sao recuperadas e podem ser visualizadas pela coloragao azul
com bromofenol.

Os aminoacidos sdo, em seguida, ativados por DIPC/HOBT (150ul em DMF para
cada aminoacido) e depositados para reinicio de outro ciclo, sendo que estes ativadores
propiciam um rendimento de ligagao variando de 74-87% por ciclo. As fungbes NH; livres
ou que nédo reagiram, sao acetiladas utilizando-se anidrido acético 10% em DMF para
evitar a formacéo de peptideos errados ou outras ligagdes indesejaveis. O grupo protetor
Fmoc do préximo aminoacido é novamente retirado verificado sempre o desbloqueio pela
coloragao com azul de bromofenol. Efetuam-se lavagens da membrana com metanol e
apos secagem ao ar fresco, esta membrana é posicionada no sintetizador para outro
ciclo. O acompanhamento se faz necessario durante todo o processo para verificar se a

sintese estd sendo efetuada corretamente. Cada etapa constitui um ciclo da sintese,
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durando em média 1 h e 15 min. Este ciclo se repete quantas vezes forem necessario
para se obter o peptideo desejado.

Nesta metodologia, o tamanho do peptideo sintetizado é limitado em 15-20
residuos de aminoacido, pois ha duvidas quanto a qualidade de ligagdo dos aminoacidos
em peptideos muito alongados.

Ao final da sintese, os grupos laterais dos aminoacidos sao desprotegidos pela
adicdo de TFA associado a DCM e trietilsilano, e assim somente as cadeias peptidicas
restam fixadas de maneira covalente sobre a membrana de celulose.

A membrana com os diversos peptideos sintetizados pode ser analisada por
ensaios imunologicos e estes podem ser reproduzidos em torno de 30-40 vezes
utilizando-se a mesma membrana, para anticorpos policlonais e até 70 vezes para
anticorpos monoclonais. Portanto, esta metodologia vem sendo empregada em diversos
estudos de identificacdo de determinantes antigénicos nas estruturas protéicas, e

predicdes de estruturas funcionais nestas moléculas.
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3.5 — Imunoensaios com peptideos ligados a membrana.

A membrana contendo os peptideos sintéticos é lavadas trés vezes, com
TBS (Salina, KCI 0.002M, Tris 0,05M) pH 7.4, e incubadas posteriormente com
solugao de bloqueio (GENOSIS, SU-07-250A) em TBS, contendo Tween-20 a
0,05% (T-TBS) e sacarose a 0.5%, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a
membrana é lavada e incubada com o soro teste por 90 min a 37°C.

Apds novas lavagens, o conjugado (anticorpos conjugados com fosfatase
alcalina) é adicionado e mantido sob agitacdo por 90 minutos. Apds duas
lavagens com T-TBS e mais duas com CBS pH 7,0 por 10 minutos sob agitagcao a
temperatura ambiente, é adicionando o substrato para fosfatase (MTT-BCIP,
Sigma) por 30 minutos. A reagao e parada com duas lavagens da membrana
com CBS pH 7,0.

A reacao pode ser visualizada pela presenca de um precipitado azul sobre
os peptideos mais reativos. A intensidade da cor foi calculada usando uma
escala arbitraria, onde o ponto mais escuro obtido obteve o valor de 100 e o

mais claro o valor de 0.
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3.6 — Regeneracdo da membrana.

Ao final do ensaio imunoldégico, a membrana foi submetida a um
tratamento de regeneragdo para sua posterior utilizacdo. A membrana foi
sequencialmente tratadas com DMF, reagente A (uréia 8M, 1% de SDS, 0.1% de
B-mercaptoetanol), reagente B (etanol / agua / acido acético na proporcédo de
50:40:10 vol / vol / vol), seguido de trés lavagens de 10 min com metanol, para a

remocao dos complexos moleculares precipitados sobre os peptideos.
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3.7 — Sintese quimica dos peptideos selecionados em fase sdlida

(Fmoc).

Apos a selecao das sequéncias peptidicas pelo método de SPOT, os peptideos
selecionados foram sintetizados utilizando-se um protocolo de sintese quimica que
utiliza aminoacidos com o grupamento amina protegido por um grupamento Fmoc e a
cadeia lateral protegida por outros grupamentos.

Para a técnica de SPPS foi utilizado a estratégia (Fmoc)/tert-butyl (fBu)
(CARPINO, 1972) com os grupos protetores de cadeia lateral mais comuns: tert.-butyl
éter (tBu) para serina, treonina e Tirosina; tert.-butyl ester (OtBu) para glutamanto e
aspartato; benzyloxycarbonyl (Boc) para lisina e triptofano; trityl (Trt) para glutamina,
asparagina, histidina e cisteina; 2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc) para
arginina.

O protocolo foi realizado de acordo com Merryfield (1969) com as seguintes
modificagdes:

e Foram utilizados 55mg de resina (Rink Amide) e esta foi colocada no tubo de
sintese coberta com 10ml de DMF e deixada em repouso por 30 minutos. Em seguida o
grupamento Fmoc foi retirado usando uma solugéo de piperidina 20% em DMF por 5
minutos. Este procedimento foi repetido trés vezes para expor o grupamento amino
presente na resina. O desbloqueio foi confirmado pelo teste de Kaiser.

e Apds o desbloqueio, a resina foi lavada trés vezes com DMF e ficou pronta para
receber o primeiro aminoacido da sequéncia (sempre comecando do C-terminal do
peptideo).

¢ O aminoacido foi adicionado em uma quantidade equivalente a quatro vezes em
excesso em relacédo a resina. O aminoacido se liga pelo seu grupamento carboxila ao
grupamento amino da resina, formando uma ligagao peptidica. Juntamente com o
aminoacido foi adicionado 21.6mg de HOBt e 25uL de DIPC. Estes dois reagentes
favorecem a ativacdo da fungdo COOH do aminoacido, o que facilita a ligagao
peptidica. Foi colocado DMF suficiente para cobrir toda a resina e o tubo ficou sob
agitagao por 3 horas.

e Apods o tempo de acoplamento, todo o liquido do tubo de sintese foi retirado
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com auxilio de uma bomba a vacuo. A resina foi lavada com DMF por trés vezes e o
acoplamento foi confirmado pelo teste de Kaiser. Novamente se fez necessario o
desbloqueio do grupo N-terminal para o acoplamento do préximo aminoacido.

e O processo de elongacédo do peptideo continuou até que o ultimo aminoacido
foi acoplado. Apds o término do ultimo ciclo, o ultimo aminoacido foi desprotegido,
com a retirada do grupamento Fmoc, e a resina com o peptideo foi lavada quatro
vezes por cinco minutos com DCM.

e O peptideo foi desligado da resina com o uso de uma solugdo de clivagem
contendo 2,5% de trietilsilano + 2,5% de etanoditiol + 2,5% de agua em um volume
final de 5mL de TFA. O tubo de reacgao ficou agitando com esta solugdo durante 3
horas.

e Passado as trés horas, a solugao peptidica foi retirada do tubo de sintese com
o auxilio de uma bomba a vacuo. Foi adicionado éter a -10°C a solugao peptidica, em
seguida, a solugdo resultante foi armazenada overnight 4°C a fim de precipitar o
peptideo.

e A solugao contendo o peptideo foi centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos € o
sobrenadante foi desprezado. O pellet peptidico foi ressuspendido em agua Milli-q e

liofilizado.
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3.8 — Purificagao dos peptideos selecionados.

Os peptideos (2mg) foram purificados em HPLC de fase reversa utilizando uma
coluna Shimadzu-C18 acoplada a sistema de HPLC (Akta Explorer, Amersham
Pharmacia Biotech). O sistema de solventes utilizados foi: solugdo A, TFA 1,1% em
agua; e solucado B, 1,1% de TFA em acetonitrila. Cada peptideo foi eluido em um
gradiente linear que variou entre 0 e 100% de solvente B em 120 minutos em um
fluxo de 1TmL/min. Os maiores picos obtidos foram submetidos a espectrometria de
massas para analise do produtos sintetizados.

Amostras dos peptideos foram analisadas em um espectrometro de massa do
tipo electrospray-quadrupolo-TOF (ESI-Q-TOF Micro) da Micromass, a um fluxo de 5-10

uL/min. A fonte de ionizagéo foi operada de forma positiva.
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3.9 — Acoplamento dos peptideos selecionados ao KLH.

Nesta etapa do trabalho selecionamos a proteina KLH como proteina
carreadora para a producdo dos anticorpos anti-peptideos. Os peptideos
selecionados foram acoplados ao KLH, seguindo o protocolo:

Cinco miligramas de KLH foram pesados e dissolvidos em 0,5ml de PBS
50mM pH 7.4. Em seguida foi acrescentado 65ul de uma solugao de MBS 15mg/ml
diluida em acetonitrila. Essa mistura permaneceu sob agitacdo por 1 hora a
temperatura ambiente.

Para separacdo do KLH que nao foi ativado pelo MBS foi utilizada uma
coluna de filtracdo molecular (Sephadex G-10), equilibrada com PBS 50mM, pH
6.0. Foram coletadas 20 fragcbes de 600ul e verificada a sua absorbancia no
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 280nm.

Foi feito um "pool" do primeiro pico e a este foi acrescentada a solucao
contendo 2mg dos peptideos selecionados diluidos em 0,5ml de PBS.

Esta solugcdo ficou sob agitagcdo durante quatro horas a temperatura
ambiente. A solucdo foi aliquotada e estocada no freezer -20°C em tubos de 1ml
protegidos de luz (envoltos com papel aluminio), até seu posterior uso como

imunogenos.
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3.10 — ELISA de titulacdo do reconhecimento dos peptideos

selecionados pelo soro antimutalisina Il.

Microplacas de ELISA, marca Falcon (Becton Dickinson Labware Oxnard,
Canada) com 96 pogos, foram sensibilizadas over night 4°C com 1ug dos
peptideos em PBS, pH 7.4. A placa foi lavada com solugdo de lavagem (0,05%
Tween-salina) e bloqueada com solugdo de caseina 2% em PBS 0,05 M +
0,015M NaCl, pH 7.4.

O primeiro anticorpo usado foi o soro de coelho imunizado com mutalisina
Il, diluido em tampao de incubagédo (PBS 0,25% de caseina 0,05% tween 20) de
1:50. Para a visualizagdo da ligagdo dos anticorpos, foi adicionado anticorpos
anti-lgG de coelho conjugados com a enzima peroxidase (Sigma) 1:2000.

O ensaio foi revelado usando uma solucdo de 2mg OPD em 10ml de
tampéo citrato pH 5,2 na presenca de 2ul de agua oxigenada. Apos 15 minutos
de incubagao no escuro a reagao foi interrompida pela adigédo de 20 ul de acido
sulfurico diluido 1:20.

A absorbéancia foi verificada em um leitor de ELISA (SpetraMax, Molecular

Devices) no comprimento de onda de 492nm.
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3.11 — ELISA de titulagdo dos anticorpos antipeptideos.

Microplacas de ELISA, marca Falcon (Becton Dickinson Labware Oxnard,
Canada) com 96 pocos, foram sensibilizadas over night 4°C com 1ug da enzima
mutalisina Il em tampéao bicarbonato de sédio 0,02M, pH 9.6. A placa foi lavada
com solugcdo de lavagem (0,05% Tween-salina) e bloqueada com solugédo de
caseina 2% em PBS 0,05 M + 0,015M NaCl, pH 7.4.

O primeiro anticorpo usado foi o soro de coelho imunizado com peptideos
carreados ao KLH, diluido em tampao de incubagédo (PBS 0,25% de caseina
0,05% tween 20) de 1:50. Para a visualizagédo da ligagdo dos anticorpos, foram
adicionados anticorpos anti-IgG de coelho conjugados com a enzima
peroxidase (Sigma) 1:2000.

O ensaio foi revelado usando uma solucdo de 2mg OPD em 10ml de
tampéo citrato pH 5,2 na presenga de 2ul de agua oxigenada. Apos 15 minutos
de incubagao no escuro a reagao foi interrompida pela adigédo de 20 ul de acido
sulfurico diluido 1:20.

A absorbéancia foi verificada em um leitor de ELISA (SpetraMax, Molecular

Devices) no comprimento de onda de 492nm.
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3.12 — Ensaio de inibicdo da mutalisina II.

A 1gG de coelho antimutalisina Il, antipeptideos e anti-KLH foram comparadas em
sua habilidade de inibir a digestdo do substrato dimetilcaseina pela mutalisina II.
Crescentes quantidades de IgG (1ug, 2ug, 4ug e 6ug) foram pré-incubadas antes do
ensaio com uma concentragao fixa de 0,3ug da enzima ativa por 15 minutos a 37°C em
200uL de tampao HEPES 50mM contendo 0,154 M NaCl, 25mM CaCl,, pH 7,4. A
propor¢ao molar de inibidor/ enzima foi de 0,46:1, 0,92:1, 1,84:1 e 2,76:1.

O ensaio de hidrélise da dimetilcaseina (LIN et al., 1969) prosseguiu segundo o
protocolo:

Os tubos de reagdo foram preparados com 250uL de uma solugdo de
dimetilcaseina 0,2% em tampao HEPES 50mM contendo 0,154 M NaCl, 25mM CaCl,, pH
7,4. Os incubados foram adicionados aos tubos com dimetilcaseina,em um volume final
de 500uL, e incubados por 30 minutos a 37°C. A reacéo foi interrompida com a imerséo
dos tubos em agua fervendo (98°C) por 5 minutos. Aos tubos foram adicionados 250uL
de TNBS e 250uL de tampao bicarbonato de sodio 4%, pH 8,3 e estes foram novamente
incubados por 30 minutos a 50°C. Ao final do tempo de incubacgdo foram adicionados
250uL de SDS 10% e 125uL de uma solugdo de HCI 1N a cada tubo. A reacgao foi
medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 340nm relativo ao branco

(todos os componentes do ensaio exceto a enzima)
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3.14 — SDS-PAGE do complexo mutalisina Il — IgG antipeptideos.

Uma concentragdo fixa (0,3ug) de mutalisina |l ativa foi pré-incubada com
concentragdes crescentes de IgG de coelho antipeptideos foram pré-incubadas por 15
minutos a 37°C nas mesmas condigdes do item anterior.

Apds o periodo de incubagédo da IgG - enzima, uma aliquota de 100uL de uma
solugdo 3mg/mL de fibrinogénio (Sigma) foi adicionada aos tubos e incubados por 15
minutos a 37°C. Depois deste periodo de incubagdo, 50uL foram retirados e misturados
com 50uL de solugdo desnaturante e mantidos over night a temperatura ambiente.

As amostras foram aplicadas em um gel SDS-PAGE de concentracdo 4% e
separagao 12% conforme descrito por Laemmli (1970). Ao final da eletroforese, o gel foi
corado com comassie briliant blue 0,25% em etanol/ acido acético/ agua (1:2:6) e

descorado com a mesma solucdo sem o comassie.
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4 — Resultados

4.1 — Producao de anticorpos antimutalisina Il.

A mutalisina Il pura foi utilizada como imundégeno em coelho a fim de se obter
anticorpos antimutalisina Il, como descrito em material e métodos.

Pelo ensaio de ELISA indireta (grafico 3) foi verificado que os anticorpos
antimutalisina Il foram capazes de reconhecer a enzima pura (-o-) e também a enzima
presente no veneno total (-[-). Foi utilizada neste ensaio outra enzima purificada do
veneno de Lachesis muta muta (L.m.muta thrombin-like enzyme — L.m.muta TLE) como
controle negativo (-o-).

Demonstrado que os anticorpos antimutalisina Il reconheciam a enzima, estes

foram usados para o mapeamento das regides imunodominantes desta proteina.
1 _
0,8
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Abs 492nm

0,4 -
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Q Q Q
SRS

S
S
N \\qu/ O

S S S D

N

Diluicées do soro
Grafico 3 — Reatividade dos anticorpos antimutalisina Il. A placa foi sensibilizada com

0,5ug/pogo. Mutalisina Il (-o-), veneno total de L. muta muta (-_-) e TLE (-J-). Conjugado

anticoelho HRP 1:2000. A reag&o prosseguiu como descrito em material e métodos.
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4.2 — Mapeamento de epitopos da mutalisina |l

4.2.1 — Sintese de peptideos lineares em membrana de celulose.

Para a identificagdo dos determinantes antigénicos reconhecidos pelos anticorpos
antimutalisina 1l foram construidos, usando a sintese de multiplos peptideos (SPOT-
sintese), como descrito por Frank, 1992. Foram construidos 64 peptideos lineares fixos
(com doze residuos de aminoacidos; a cada peptideos construido, trés novos
aminoacidos eram acrescentados e nove sobrepostos) em membrana de celulose a partir
da sequéncia primaria da proteinase mutalisina Il (figura 4).

Ao final da sintese dos peptideos na membrana de celulose, os peptideos
permaneceram covalentemente ligados a membrana para o ensaio de reatividade com os
anticorpos.

1 10 20 30 40 50
FSQKYI ELVIVVADHGMFTKYNGNLNTI RTRVHEI VNTLNGF|YRSLNI LI SLTDL

1/FSQKY|Il ELVVVA

2 KYIl ELVVVADHG

3 ELVVVADHGMFT

4 VVADHGMFTKYN

5 DHGMF TKYNGNL

6 MF TKYNGNLNTI

7 KIYNGNL NT I RTR

8 GNLINTI RTRVHE

9 NTI RTRVHEI VN

10 RTRVHEIl VNTIL N

1" VHE I VNTLNGFY

12 I VNTLNGFYRSL

13 TLNGFYRSLINI L

14 GFYRSLNI LI SL

15 RISLINI LI SLTDL
50 60 70 80 90

NI LI SLTDLE|Il WSNQDLI NVQSAANDTLKTFGEWRERVLLNR|I SHDNAQLLTAI

16NI L1 SLTDLEI W

17 I SLTDLEI WSNQ

18 TDLEI WSNQDLI

19 EIl WSINQDL I NVaQ

20 SNQDL|I NVQSAA

21 DLII NVQSAANDT

22 NVQSAANDTL KT

23 SAANDTLKTFGE

24 NDTIL KTF GEWRE

25 LKTFGEWRERVL

26 F GEIWRERVILLNR

27 WRERVLLNRI SH

28 RVLLNRI SHDNA

29 LNRI SHDNAQL L
30 I SHDNAQLLTAI
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100 110 120 130 140
DNAQILLTAI DLIADNT|I GI A YTGGMCYPKNSVGI VQDHSPIKTLLI AWTMAHEIL GH

3MDNAQILLTAI DLA

32 QLLTAI DLADNT

33 TAI DLADNTI G

34 DLADNTI GI AYT

35 DNT|II GI AYTGGM

36 I GI AYTGGMCY|P

37 AlY TGGMCY P KNS

38 GGMCYPKNSVG

39 CYPKNSVGI VQD

40 KINSVGI VQDHSP

M VGI VQDHSPKTL

42 VQDHSPKTILLI A

43 HSPKTILLI AVTM

44 KTLL|IIl AVTMAHE

45 LI AVTIMAHEL GH
140 150 160 170 180 190 200

VTMAHEL GHNL GMKHDENHCHCSASFCI MPPSI SEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTKRKPQCI LNKP

46 VT MAHELGHNLG

47 AHEL GHNL GMK/H

48 LGHNL GMKHDEN

49 NL GMKHDENHCH

50 MKIHDENHCHCSA

51 DENHCHCSASFC

52 HCHCSASFCI MP

53 CSASFCI MPPS|I

54 SFCI MPPSI SEG

55 | MPPSI|SEGPSY

56 PS|I SEGPSYEFS

57 SEGPSYEFSDCS

58 PSYEFSDCSKDY

59 EFSDCSKDYYQM

60 DCSKDYYQMFLT

61 KDYYQMF L TKRK

62 YQMFLTKRKPQC

63 FLTKRKPQCI LN
64 TKRKPQCI LNKP

Figura 4 — Seqiiéncia de aminoacidos da metaloproteinase mutalisina Il e dos peptideos ligados a
membrana de celulose produzidos pelo método de SPOT-sintese. Foram construidos 64 peptideos de

doze aminoacidos com sobreposigédo de trés aminoacidos.
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4.2.2 — Localizagdo das regides imunodominantes da mutalisina Il em membrana de

celulose.

Os peptideos lineares mais imunogénicos presentes na proteina foram localizados
em membrana de celulose utilizando-se o soro de coelho contendo os anticorpos
antimutalisina Il. A figura 5 mostra a ligagao dos anticorpos presentes no soro de coelho
antimutalisina Il com os peptideos lineares derivados da mutalisina Il

Para uma melhor caracterizagao das regides imunodominantes da molécula, foram
considerados como epitopos relevantes para o reconhecimento da molécula os spots
cujo valor atribuido estava entre 90 — 100. Estabelecido uma faixa de reconhecimento
pbde-se observar a nitida distincdo de trés regides principais na molécula: regido N-
terminal (3, 4, 5, 8 e 9); regiao Central (25 e 26); e regiao C-terminal (56, 57 e 58).

i 1 ® B85
6 e % 2e 22
23 o0 » 4 39
40 L N ® 56
57 9 ® & 64

Figura 5 — Reatividade do soro de coelho antimutalisina Il sobre a membrana de celulose
contendo os peptideos da mutalisina Il. O soro de coelho foi usado na diluicao de 1:200 e o
ensaio foi realizado como descrito em material e métodos. Os numeros representam os spots
adjacentes.
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4.3 — Selecado dos peptideos antigénicos e sua localizagdo na estrutura 3D
da mutalisina Il.

Apods a identificacdo das regides imunodominantes presentes na mutalisina Il, foi
feita a analise das sequéncias dos peptideos presentes nestas regides, como mostra a
tabela 4.

Regiao: N-terminal

Numero do Peptideo Seqiiéncia
3 ELVVVADHGMET
4 VVADHGMFTEKYN
5 DHGMFTZXKYNGNTL
8 GNLNTIRTRVHE
9 NTIRTRVHETIVN

Regido: Central

Numero do Peptideo Sequéncia
25 LKTFGEWRETRVL
26 FGEWRERVILLNR R

Regido: C-teminal

Numero do Peptideo Seqiiéncia
56 PSISEGPSYETFS
57 SEGPSYEFSDC S
58 PSYEFSDCSEKDY

Tabela 4 — Seqiiéncia de aminoacidos dos peptideos lineares reativos ao soro de coelho
antimutalisina Il e seus residuos criticos. Em vermelho os aminoacidos criticos para a ligagéo
com o anticorpo.
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As seqléncias lineares dos peptideos n° 4, n° 25 e n° 57 das regides
imunodominantes foram identificadas na sequéncia da mutalisina Il em um alinhamento
feito por Sanchez (1991) e observou-se que estes se localizavam em posigdes com

grande homologia de residuos conservados com outras metaloproteases hemorragicas e

nao-hemorragicas (figura 6).

1 190 a
1.<E=Q=R=F=P=R=R+4¥=-1+4K A=T H=G=I=V=T H=H=G=N=L=K-=K
2:<E=Q=R=F=PF=-Q=R E A=I H=G=M=Y¥=T Y=8=-8=-N=F=K=K
= €E=R=F=F=Q=R E e T HeG=M =Y =] Yal=J=N=8-0~K
4 <E=Q=-H=L-FP=-Q=R E W=1 H=-R=-Y=-F=-M ¥Y=H=8=D=L=-N=T
8. F=3=-0-K E v=y i H-G-H-F-T+HK4Y-H-G-H~-L~N-T
6. T=F=E=H=0=R E F-L S-G=-H=-F=H ¥=H=G=N=0=D=K

o 4]
1. R=-K-H-I-¥-Q-L T=I H=1I V=¥ E-I-W-
2+ R=K=R=V~H=Q=M N=I E~M g=L D=V ==
3. K=V=R=V=H=Q=-M4V=N1H-I E=M H=R Q=1 ==
4+ R=-T-R-V-H-E-I4V-H4F-I @=F T=B E-I-E-
5. R=T=-R=-V=H~E=I1V=N+T=L G=F D E=I=W=

a0 Ta
1. |S+E=-Q=H=K T=V=Q=5=A=5=N=" 3=V
2. |S+E=-K=-D=L T=M=0=~A=V=A=F=~T T=V
3. |S+K~-K~-D=L T=Vel=8=A=8=H=1 =Y
4. [STH=-E-D=-Q H=I=-Q=S8=A=5=S=D T=D
. [BFN=0=-D=LtI+N=V=Q=8=A=A=H=0 R=V

100
1. R=8= L=L=T#T=I=D=F=D=0G=PF I+0FKE+EASY =T=h=54p
2: K=D= DeIsNaFeaTeGap L40+WEATY=H=-G=G
3. Q=-H- L=L=-T+A=T=HN=L=-N=D=N I+GrLTrA+Y-K-K-G
4. K=85= L=L=T+A=I=E=L=D=E=E L+G+Lt+A+P=L=G=-T
S5: I=8= A=I=D=L=A=0=H I+G+I+A4Y=T=G=G
130 :

1. [H g B P=I=H=L=V=V=j
2. g S=N=-V=F=-H=V=2
= B P=H=V=F=H=-V=A
g -] Fel=H=L=L=M=G
5. -]

o)
1. H
B H=D+B=K=b=K
3.
4!’
8.
1.
=l
3-
a .
5.

Figura 6 — Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da mutalisina Il e de metaloproteinases
hemorragicas e nao-hemorragicas de venenos de serpentes. 1 - Regido N-terminal (dominio
metaloproteinase) proteina hemorragica de alto peso molecular HR1B de Trimeresurus flavoviridis; 2 -
Proteina hemorragica de baixo peso molecular HR2a de T. flavoviridis; 3 - Metaloproteinase néao
hemorragica H, de T. flavoviridis; 4 - Toxina d, metaloproteinase hemorragica de Crotalus atrox; 5 -
Mutalisina Il; 6 — Fragmento N-terminal de zinco-metaloproteinase de Bothrops jararaca. Os numeros se
referem aos residuos da mutalisina Il. As caixas fechadas representam residuos que sdo os mesmos em

proteinas de serpentes. Marcado em azul peptideo n° 4, em verde o n° 25 e laranja o n° 57. Modificado de

Sanchez, 1991.
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Feita a analise dos peptideos lineares na sequéncia da mutalisina Il, foram
selecionados os peptideos n° 4, n° 25 e n° 57 para serem sintetizados e posterior uso
como imunogenos.

A partir da sequéncia primaria da mutalisina Il, um modelo molecular por
homologia (SALI E BLUNDELL, 1993) foi construido. A figura 7A apresenta a provavel
estrutura tridimensional da mutalisina Il. Os peptideos n° 4 (VVADHGMEFTKYN), n° 25
(LKTFGEWRERVL) e n° 57 (SEGPSYEFSDCS), selecionados pelo imunoensaio com a
membrana de celulose, foram identificados na molécula construida tendo como

referencia o sitio ativo da molécula (figura 7B).

Figura 7 — Possivel estrutura tridimensional da mutalisina Il e localizagdo espacial dos

determinantes antigénicos selecionados por SPOT-sintese. A — Estrutura da mutalisina Il. B —
Estrutura com os epitopos selecionados por spot-sintese. As regides com as cores: azul, verde e laranja
correspondem a provavel localizagdo dos peptideos n° 4, n° 25 e n° 57 respectivamente. A regido
vermelha corresponde ao sitio ativo previsto por Sanchez (1991) e Stocker (1995). O modelo foi

determinado pelo método de modelagem por homologia (SALI E BLUNDELL, 1993).
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4.4 — Sintese quimica dos epitopos selecionados pelo método de SPOT-

sintese.

Feita a selecado dos epitopos, foi realizada a sintese quimica de peptideos em fase
sélida pela estratégia Fmoc (CARPINO, 1972) dos peptideos para posterior utilizagdo
como imunogenos.

Os peptideos de n° 4 (VVADHGMFTKYN), n° 25 (LKTFGEWRERVL) e n° 57
(SEGPSYEFSDCS) da mutalisina Il foram sintetizados com um residuo de cisteina (trt) no
final da sequéncia para facilitar o posterior carreamento ao KLH. A sintese foi realizada

conforme descrito em material e métodos.

441 — Perfil cromatografico dos peptideos em HPLC e analise por

espectrometria de massas.

Os graficos 4, 5 e 6 mostram os perfis cromatograficos dos peptideos apos a
clivagem da resina. Os picos de maior absorbancia foram entdo submetidos a analise por

espectrometria de massas.
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Grafico 4 — Perfil de purificagdo do produto bruto da sintese do peptideo n° 4 (VVADHGMFTKYN-C) e

analise por espectrometria de massas. Em 1 temos o perfil cromatogréfico do peptideo n° 4 (Abs 214nm) e 2 a

analise por espectrometria de massa dos produtos gerados na sintese. Os picos marcados (*) foram analisados

por espectrometria de massas.
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Grafico 5 — Perfil de purificagdo do produto bruto da sintese do peptideo n° 25 (LKTFGEWRERVL-C) e
analise por espectrometria de massa. Em 1 temos o perfil cromatografico do peptideo n° 25 (Abs 214nm) e 2 a
analise por espectrometria de massas dos produtos gerados na sintese. Os picos marcados (*) foram analisados

por espectrometria de massas.



ImAU

o B
5000 1 100
4500 %0
4000 6o
3500
70
3000 |
( 60
2500 " |
| \ 50
2000 M‘ ‘
I 40
1500 [ \
[ |
I I
1000 ‘ ‘u‘)‘ | ay 30
AT /M -
500 J,\;“J\JLJJ‘ \Jl\ﬁ\vm%:f* - \’Z: - \\\ 20
_ -
0 / 10
-500 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 120 min.
;57 ; - A e -
RODRIGO_03_100205 3 (0.126) AM (Cen,5, 80.00, Ht,6000.0,0.00,1.00); Sm (SG, 3x4.00); Sb (5,40.00 ); Cm (1:8) TOF MS ES+
100 A 464
| 769.9486 A 1537.8920.01
B: 1593.9740.01
2 c: 1264.730.01
770.4521
=
1265.7472
o 141.1704 615.8499
%o ‘/ ’
‘ ‘ 1266.7515 A
FIRaole 1538.9133
780.9491
0256002 B 1539.9149
‘ | [ 797.9869
‘ 798.4835
1
| 11
L 879.5497 67 7409
1540.9154
| 4
426.2179 e = B
‘ | 880.5552 1145.6855 1451.8604 | 1P84.9850
288.3583 ol ‘ : ![,,1595.9894
i i Il 1596.9821
| 1 i A R LR 4 | | ' b , J 1631.9014
0 NI L‘wll Lt il ﬁ. it 1! “ i ‘ i ‘ i Bl o IYTVIVYY | ‘ bbb b b = il
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 - - o

N |

Grafico 6 — Perfil de purificagdo do produto bruto da sintese do peptideo n° 57 (SEGPSYEFSDCS-C) e

analise por espectrometria de massas. Em 1 temos o perfil cromatogréafico do peptideo n° 57 (Abs 214nm) e 2

a analise por espectrometria de massa dos produtos gerados na sintese. Os picos marcados (*) foram

analisados por espectrometria de massas.



4.5 — Reconhecimento dos peptideos sintetizados pelo soro de coelho

antimutalisina Il.

Apos a purificagdo e andlise dos peptideos sintetizados por espectrometria de
massa, estes foram ensaiados com o soro de coelho antimutalisina Il para averiguar se
havia o reconhecimento pelos anticorpos (grafico 7).

O soro de coelho antimutalisina Il foi capaz de reconhecer os peptideos
individualmente e, com este resultado, resolvemos prosseguir com o carreamento destes
peptideos ao KLH. Apds o carreamento, o produto final também foi testado para saber se

havia o reconhecimento pelo soro de coelho antimutalisina Il (grafico 7).
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Grafico 7 — Reconhecimento dos peptideos sintetizados individualmente e carreados ao KLH

pelo soro de coelho antimutalisina Il. A placa foi sensibilizada com 1,0ug/pogo dos peptideos n° 4
(-0-), 25 (--) , 57 (- 0 -), ligados ao KLH (- * -) e mutalisina-Il (- A -). O conjugado anticoelho HRP

1:2000. O ensaio prosseguiu conforme descrito em material e métodos.
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4.6 — Reatividade dos anticorpos antipeptideos.

Os trés peptideos simultaneamente carreados ao KLH foram utilizados em um

esquema da imunizacéao utilizando um coelho, como descrito em material e métodos.

Ao final do esquema de imunizagao o coelho foi sangrado e o titulo de anticorpos

foi quantificado, como mostra o grafico 8.
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Grafico 8 — Reatividade dos anticorpos antipeptideos carreados ao KLH. A placa foi

sensibilizada com 1,0ug/pogo de mutalisina Il (- ¢ -), veneno de L. muta muta (- [ -) e KLH (- A -).

Conjugado anticoelho HRP 1:2000. A reacado prosseguiu como descrito em material e métodos.
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4.7 — Estequiometria de inibigao da mutalisina Il.

A estequiometria da inibicdo da mutalisina Il com IgG de coelho é mostrado no

grafico 9. Crescentes concentragdes de IgG foram pré-incubadas com uma concentragéo

fixa de enzima (0,3ug) a 37°C por 15 minutos. A atividade proteolitica residual foi

determinada pela absorbancia da hidrélise do substrato dimetilcaseina.
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Grafico 9 - Estequiometria da inibigdo da mutalisina Il pela IgG antimutalisina 1l e

antipeptideos. Uma concentragéo fixa (0,3ug) mutalisina Il foi pré-incubada com concentragdes

crescentes de IgG de coelho, como descrito em material e métodos.

(- ¥ -) IgG de coelho anti-KLH, (- ® -) IgG de coelho antimutalisina Il e (- O -) IgG de coelho

antipeptideos. O eixo das ordenadas indica a atividade original da enzima em termos de porcentagem.
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4.8 — SDS-PAGE do complexo inibidor — mutalisina Il.

Uma concentragédo fixa de enzima (0,3ug) foi pré-incubada com concentragdes
crescentes de IgG de coelho antipeptideos na proporgdo molar de inibidor/ enzima de
0,46:1, 0,92:1 e 2,76:1, como descrito em material e métodos. A mistura foi incubada

com fibrinogénio (300ug) por 15 minutos a 37°C, como mostra a figura 8.

1 2 3 4 5 6 kDa

Ao — ——

B —— [ —
r — e W =

Figura 8 - Inibicdo da atividade proteolitica da mutalisina Il por anticorpos antipeptideos.
Canaleta 1: controle fibrinogénio; Canaleta 2: fibrinogénio com a propor¢gdo molar de inibidor /
enzima de 0,46:1; Canaleta 3: fibrinogénio com a proporgdo molar de inibidor / enzima de 0,92:1;
Canaleta 4: fibrinogénio com a propor¢do molar de inibidor / enzima de 2,76:1; Canaleta 5:

fibrinogénio com a enzima (sem anticorpos); e Canaleta 6: padrdo de peso molecular.

O fibrinogénio consiste de trés cadeias polipeptidicas, Aa (66kDa), Bp (54kDa) e vy
(48kDa). Na canaleta 2 a enzima ainda esta ativa, mesmo depois de incubada por 15
minutos com os anticorpos (degradagao da cadeia Aa). Com o aumento da proporg¢ao de

anticorpos a atividade proteolitica da mutalisina Il comeca a ser inibida.
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5 — Discussao

O veneno produzido por serpentes € uma complexa mistura de componentes
toxicos e nao-toxicos que possuem variados efeitos fisioldgicos em tecidos excitaveis,
sistema cardiovascular, permeabilidade vascular, funcdo renal e homeostase
(ESTEVAO-COSTA, ET AL. 2000). Como foi observados em outras serpentes, o
envenenamento por L. muta muta leva ao desenvolvimento de hemorragia local e
sistémica.

As metaloproteinases do veneno de serpente (SVMP) sdo encontradas em altas
concentragdes no veneno e sdo aparentemente sintetizadas nas glandulas de veneno
como zimogénios inativos e, subsequentemente, ativadas por um mecanismo cysteine
switch-like (ESTEVAO-COSTA, ET AL. 2000). As metaloproteinases hemorragicas tém
um papel importante na hemorragia local e, possivelmente, sistémica em vitima de
acidentes com serpentes.

O tratamento recomendado pela Fundacdo Nacional de Saude para casos de
acidentes ofidicos € o uso do soro heterélogo antiveneno de origem equina. Este soro é
capaz de impedir a acdo de alguns componentes do veneno e, consequentemente, os
seus efeitos patologicos. Entretanto, este tratamento pode ser arriscado devido a reagdes
de hipersensibilidade que podem ocorrer durante a infusdo do antiveneno e nas duas
horas subsequentes.

Com a perspectiva de induzir anticorpos especificos aos epitopos da mutalisina Il,
e possivel neutralizacdo do efeito desta toxina através da imunizagcdo com peptideos
sintéticos previamente selecionados, optou-se pelo mapeamento de epitopos lineares
usando o método de SPOT. Esta técnica consiste na sintese de multiplos peptideos
lineares sobrepostos, os quais cobrem toda sequéncia primaria da proteina. Estes
peptideos estédo fixos em um suporte soélido, neste caso, uma membrana de celulose. A
membrana contendo os peptideos da mutalisina 1l foi usada em ensaios de
imunoafinidade e de localizagao de regides imunodominantes.

A proteina escolhida para o mapeamento foi a mutalisina Il, uma metaloproteinase
de cadeia unica com 22.5 kDa com grande especificidade de substrato e tragos de

efeitos hemorragicos (SANCHEZ et al., 1991, 1995) presente no veneno da serpente
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Lachesis muta muta. Como outras metaloproteinases presentes em venenos de
serpentes de outras espécies, as mutalisinas degradam proteoliticamente ndo apenas a
fibrina e fibrinogénio, mas também outros componentes da matriz extracelular, como a
laminina, fibronectina e colageno do tipo IV (SANCHEZ, ET AL. 1998). Devido a isso, a
inibigdo de metaloproteinases do veneno de serpentes € importante para o progndstico
em vitimas acidentadas.

O mapeamento em membrana de celulose, usando-se soro de coelho
antimutalisina Il, apresentou trés regides principais bastante imunogénicas: a regidao N-
terminal, regido Central e regido C-terminal. Uma das caracteristicas observadas nas
sequéncias peptidicas das regides imunogénicas selecionadas foi a presenca de
residuos de aminoacidos carregados, tanto positivamente como negativamente.
MACHADO DE AVILA, e cols. (2004), em um trabalho de mapeamento de epitopos,
descreveu que estes residuos sdo criticos para a ligagao entre antigeno com o anticorpo
e que alteracbes destes residuos em proteinas homédlogas resultam em perda de
afinidade.

Verificando as sequiéncias peptidicasn®°4(v v A D H GM F T K Y N),n°25
(LKTFGEWRETZRVILenb57(sS EGPSYETFSDC S)emum
alinhamento da sequéncia primaria da mutalisina Il com outras metaloproteinases, feito
por Sanchez em 1991, podemos observar que alguns dos residuos considerados criticos
para a ligacdo com os anticorpos sao conservados entre outras metaloproteinases. Em
2004 Ramos e Salistre — de — Araujo, em estudos utilizando ferramentas de
bioinformatica, concluiram que alguns residuos de aminoacidos sdo muito conservados
entre metaloproteinases hemorragicas e nao hemorragicas. Um exemplo destes residuos
conservados € a Ser176 que esta envolvida em uma ponte de hidrogénio com o Asp148,
que esta adjacente a histidina que se liga ao ion zinco. Esta Ser176 é importante para
estabilizacdo do sitio catalitico e esta presente na seqiiéncia do peptideo n° 57 que foi
identificado tambem pelo anticorpo monoclonal B,;Ds (Castanheira e cols, 2005 —
manuscrito em preparagao). Baseando-se nestas observacgdes, as sequéncias peptidicas
n° 4, n° 25 e n° 57 pertencentes a cada uma das regides imunogénicas da proteina,

foram selecionadas para a sintese quimica.
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Utilizando-se da técnica Fmoc sintese, descrita por CARPINO (1972), foram
construidos os peptideos. No sentido de realizar a conjugacéo e fusao destes peptideos
a uma proteina carreadora na tentativa de aumentar a eficiéncia imunoldgica foi
adicionado, a sequéncia dos peptideos previamente estabelecidas, um residuo de
cisteina na porgcao C-terminal.

Apos a sintese quimica, cada um os peptideos foram purificados e analisados por
espectrometria de massa.

Os peptideos foram submetidos a ensaios de ELISA indireta com o soro de coelho
antimutalisina Il para confirmacédo da atividade antigénica. O resultado da atividade
peptideo / anticorpo confirma os dados dos imunoensaios em membrana apesar do
tamanho dos peptideos em relagdo aos anticorpos, e sua dificuldade de se ligar a placas
de ELISA.

VAN REGENMORTEN (2001), esclarece que peptideos sintéticos sao pouco
imunogénicos quando utilizados em imunizag¢des. Esta baixa imunogenicidade € devida
ao baixo peso molecular e por suas sequéncias estarem simplificadas no contexto
molecular, fazendo-se necessario o uso de carreadores ou melhoramentos na arquitetura
da sintese com o intuito de melhorar e aumentar a apresentacdo destes peptideos ao
sistema imunolégico. Com a finalidade de produzir anticorpos antipeptideos, estes
epitopos sintéticos foram simultaneamente carreados ao KLH.

O KLH é uma proteina respiratoria encontrada em muitas espécies de moluscos e
artropodes. Esta proteina é uma grande molécula, com aproximadamente 8 MDa, que é
comumente utilizada na pesquisa e estudos clinicos. Dentre as principais caracteristicas
imunolégicas oferecidas pelo KLH, ressalta-se a ativagéo tanto da resposta imune celular
quanto da resposta humoral (HERSH & DIRE, 1974), sua composi¢gdo rica em
carboidratos altamente imunogénicos (VAN KUIK et al., 1990) e por ser evolutivamente
distante das proteinas de mamiferos (KUROKAWA, 2002), por este motivo este
carreador foi escolhido para os peptideos sintetizados.

Ensaios para a confirmacdo do carreamento dos peptideos ao KLH foram
realizados por ELISA indireta utilizando o soro de coelho antimutalisina Il. A absorbancia
observada foi considerada moderada comparada a absorbancia obtida no ensaio com os

peptideos individualmente. Mez6 e colaboradores (2003) realizaram um trabalho onde
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hipoteses para explicar este fato sdo apresentadas. A primeira interferéncia descrita por
este grupo é que o polystireno, material do qual a placa é feita, pode afetar a
acessibilidade do anticorpo ao antigeno ou nao ligar adequadamente o carreador a placa.
Esta primeira hipétese foi logo descartada, pois Alvarenga et al. (2002) realizou um
trabalho parecido neste laboratério € os resultados dos testes de ELISA utilizando
peptideos carreados ao KLH parecem nao ter sido afetado por baixa ligagao do antigeno
a placa.

A segunda hipotese apresentada pelo grupo de Mez6 € de que a quantidade de
epitopos peptidicos carreados ao KLH nado seja suficiente para o reconhecimento
desejavel dos anticorpos. Esta hipotese pode explicar o baixo titulo do reconhecimento
dos peptideos carreados ao KLH pelo soro antimutalisina Il. A ligacdo dos peptideos KLH
como descrito em material e métodos assegura no maximo 70% de ligagao dos epitopos,
mas uma porcentagem menor pode ter ocorrido.

Uma terceira hipotese apresentada por este grupo € de que o KLH, como uma
enorme proteina, teria os epitopos carreados a ela distantes um dos outros. Esta
distancia dificultaria as interacbes dos peptideos carreados com o anticorpo, fato este
gue n&o ocorre na proteina nativa. Esta hipotese também deve ser considerada ja que
mesmo havendo uma porcentagem normal de ligagdo dos epitopos com a proteina
carreadora, a distadncia entre os determinantes antigénicos resultariam em uma baixa
ligacdo com os anticorpos.

Apbs o ciclo de imunizacbes com os peptideos carreados simultaneamente ao
KLH, o soro de coelho antipeptideos foi submetido a ensaios de ELISA indireta para
analise da reatividade frente a mutalisina Il, o veneno total de Lachesis muta muta e ao
KLH. Constatou-se que o soro de coelho antipeptideos apresentava uma reatividade
moderada contra a mutalisina Il e baixa reatividade contra o veneno total e o KLH. O soro
de coelho foi entdo fracionado para a obtencdo da fracdo IgG do soro de coelho
antipeptideos para utilizagdo em ensaio de inibigdo da mutalisina Il.

No ensaio de inibicdo da mutalisina Il, a atividade da proteinase diminuiu
proporcionalmente ao aumento da quantidade de anticorpos. A IgG antipeptideos
demonstrou capacidade de neutralizar a atividade proteolitica da enzima em 63,5% na

relacdo molar de 1:3. Esta inibicdo também pdde ser observada em SDS-PAGE onde o
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fibrinogénio foi incubado com a mutalisina Il previamente incubada com IgG
antipeptideos. Quando a IgG foi incubada com a enzima na proporgéo de 0,46:1, péde-se
observar a degradagédo da cadeia Aa, mas com o aumento da propor¢ao de IgG esta
degradagao diminuiu.

Uma hipotese para esta inibicdo seria a IgG estar causando impedimento estérico,
dado a localizagao dos epitopos sintetizados na estrutura da mutalisina Il. Outro fato que
apodia esta hipotese € o nao reconhecimento da regido do sitio ativo da enzima
(peptideos n° 46 ao 52, correspondentes aos residuos 137 ao 164 — segundo Sanchez,
1991; Stocker, 1995) pelos anticorpos antimutalisina .

Souza e colaboradores, em estudos de inibicdo da mutalisina Il, relataram o
aparecimento de duas bandas em gel de eletroforese com incubados da enzima com o
anticorpo: uma banda de 85 kDa e outra de 23 kDa. Estas bandas foram atribuidas a
quebra do anticorpo pela enzima, mas este mecanismo de quebra ainda nao foi
totalmente escleracido. Esta questdo s6 pode ser respondida mais precisamente

submetendo a enzima e o anticorpo a cristalizagéo e difragdo de raios-X.
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6 — Conclusoes

A técnica de SPOT-sintese se mostrou eficiente para o mapeamento dos
determinantes antigénicos da metaloproteinase mutalisina Il.

A estratégia Fmoc de sintese quimica se mostrou eficiente na construcédo dos
epitopos da mutalisina II.

Os peptideos selecionados e sintetizados foram reconhecidos pelo soro de coelho
antimutalisina Il, mostrando que estas duas técnicas podem ser uteis na
identificagdo de antigenos especificos para a produgao de antisoros.

O uso de peptideos conjugados ao KLH foram capazes de induzir anticorpos

neutralizantes antimutalisina II.
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7 — Perspectivas

e  (Otimizar a sintese de peptideos para produzir epitopos sem alteracoes.

° Utilizar diferentes esquemas de imunizagdo com os peptideos carreados ao KLH

para a producgao de anti-soros mais eficientes.

e Realizar testes de inibicdo de outros venenos de serpente utilizando estes

anticorpos antipeptideos.

e Tentar elucidar o mecanismo de inibicdo da mutalisina Il pelos anticorpos

antipeptideos.
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