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Resumo

Resumo

Acidentes causados por picadas de escorpides representam um serio problema de salde
publica e é considerado negligenciado. O tratamento de acidentes graves e moderados envolve
0 uso da soroterapia. Para prover uma melhora na qualidade e na producéo desse soro, Varios
pesquisadores estudam o uso de antigenos alternativos para a produgdo de soro
antiescorpionico. Desta maneira, esse trabalho buscou a producéo de uma proteina quimérica
recombinante, com base em trés toxinas presentes na peconha de Tityus serrulatus (TsP) para
a producdo de soro antiescorpidnico e a caracterizacdo de novos componentes da peconha
com capacidade de gerar anticorpos neutralizantes. A quiméra Tsq3, constituida pelas
proteinas Ts1, Ts3 e TSNTxP foi utilizada como imundgeno. Foram imunizados 4 grupos com
2 coelhas com combinagdes de TsQ3 e TsP. Os soros obtidos possuem a capacidade de
reconhecimento muatuo aos dois antigenos, no entanto, os soros produzidos com a TsQ3
apresentaram capacidade de neutralizag&o inferior & do soro produzido contra a TsP. Esse fato
pode ser devido a auséncia de outras sequéncias de referéncia ou de epitopos conformacionais
das principais toxinas. Recentemente, Horta et al. (2014) demostraram a importancia da
utilizacdo de hialorunidase na producdo de soro antiescorpidnico. Essa informacdo nos
incentivou a estudar sobre a importancia de proteases na producdo de soros neutralizantes.
Com o auxilio do transcriptoma da glandula de peconha de T. serrulatus, foi possivel a
identificacdo de 12 sequéncias relativas a proteases. Foram identificadas 11 proteases
pertencentes a classe das metaloproteases, nomeadas de Metalloserrulases (TsMS 1-11) e uma
serino protease nomeada de TsSP 1. Todas as TsMS’s possuem peptideo sinal e propeptideo.
No entanto, ndo foi encontrada a sequéncia completa da TsSP 1. Verificando-se que a
atividade proteolitica dessa peconha tem preferéncia por sitios compostos por aminoacidos
basicos. Apesar de essas enzimas serem pouco estudadas na peconha escorpibnica, elas
podem ter um grande potencial como novo alvo para a produgdo de um soro antiescorpionico

mais eficaz.

Palavras chave: Escorpido; Tityus serrulatus; proteina quimera; protease; TsMS; TsSP, soro,

anti-veneno, anticorpo.
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Abstract

Abstract

Accidents caused by scorpion stings are a serious public health problem being
considered neglected. Treatment of moderate and serious accidents involves the use of
antivenom. To provide an improvement in the quality and production of this serum, many
researchers have been studying the use of alternative antigens for the production of anti-
scorpion serum. Thus this study aimed to produce a recombinant chimeric protein, based on
three toxins present in the Tityus serrulatus venom (TsP) for producing anti-scorpion serum
and characterization of novel components of the venom capable of generating neutralizing
antibodies. The TsQ3 chimera, composed by Tsl, Ts3 and TsSNTxP proteins was used as
immunogen. Four groups of rabbits were immunized with combinations of two antigens,
TsQ3 TsP. Sera obtained have a mutual recognition capability to both antigens, however,
produced with the sera showed neutralization TsQ3 less than the capacity of the serum raised
against the TsP. This may be due to the absence of any reference sequences or conformational
epitopes of the major toxins. Recently Horta et al. (2014) demonstrated the importance of
using hialorunidase on the production of anti-scorpion serum. This information prompted us
to study the importance of proteases in the production of neutralizing sera. With the aid of
venom gland transcriptome of T. serrulatus was possible to identify 12 sequences related to
proteases. We identified 11 proteases belonging to the class of metalloproteases, named
Metalloserrulases (TsMS 1-11) and a serine protease named TsSP 1. All TSMS's have signal
peptide and propeptide, however it was not found the complete sequence of TsSP 1. It was
found that the proteolytic activity of this venom has a preference for sites composed of basic
amino acids. Although these enzymes are few studies on scorpion venom, they can have a

great potential as a novel target for the production of a more effective anti-scorpion serum.

Key words: Scorpion; Tityus serrulatus; chimeric protein; protease; TsMS; TsSP,

serum, anti-venom, antibody.
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1. Introducéo

1.1 Escorpides

Escorpides inspiram medo devido a sua picada venenosa e por sua aparéncia. Por
outro lado esses animais inspiram grande fascinacdo pelo seu comportamento altivo e habitos
predatérios. Eram venerados no antigo Egito e considerados sagrados por Isis, a deusa do
renascimento (Figura 1). Escorpides tém adaptacdes aos ecossistemas terrestres hd mais de
425 milhdes de anos e representam um dos grupos mais bem adaptados entre os artropodes
terrestres. Eles ocupam quase todos os ambientes, principalmente ecossistemas tropicais e
temperados (com excecdo das zonas articas, como Antartica). Independente de divergéncias
genéticas, ndo apresentam grandes alteragdes em sua anatomia entre as espécies existentes ao

longo do tempo (Beccaloni, 2009).

Figura 1: Representagdes egipcias de escorpides.
Na figura nota-se a deusa Serket (mais tarde fundida a deusa Isis) com um escorpido em sua cabeca. Ao lado
entalhes em pedra de escorpides juntamente com escrituras egipcias.
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O corpo dos escorpides pode ser divido em trés partes, prossoma (que compreende o
cefalotorax, coberto por uma placa Unica e de onde saem os apéndices locomotores),
mesossoma (compreende a maior parte o abdémen) e metassoma (compreende 0s segmentos
do abdémen conhecidos como cauda, onde esta localizado o télson). O seu comportamento
corresponde basicamente a trés padrdes ecomorfoldgicos relacionados ao tipo de substrato:
litofilico (habitat em pedras), psamofilico (habitat em areia) e pelofilico (h&bitos em solo)
(Mebs, 2002; Prendini et al., 2005; Beccaloni, 2009).

De acordo com o website (http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/index.php), operado

por Jan Ove Rein, existem mais de 2.000 espécies de escorpifes que compreendem mais de
195 géneros e 15 familias. No entanto, dentre todas as espécies descritas apenas 25 — 30
espécies sdo consideradas como de importancia médica, por causarem acidentes graves

(http://scorpion.amnh.org; http://www.who.int/emc/amr.html; Chippaux & Goyffon, 2008).

Com excecdo da espécie Hemiscorpius lepturus, pertencente a familia Hemiscorpiidae, todas
as outras espécies de escorpiGes perigosas para seres humanos pertencem a familia Buthidae
(Chippaux & Goyffon, 2008; http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/h_lepturus.htm). Os

géneros de escorpifes que merecem maior atencdo em varios paises, pelo destaque na
literatura devido a mortalidade associada a sua pegonha sdo: Centruroides (América do Norte
e central), Tityus (América do Sul e Central), Androctonus, Leiurus, Buthus (Africa do Norte
e Oriente Médio), Parabuthus (Africa do Sul) e Mesobuthus (Leste Europeu e Asia)
(Chippaux & Goyffon, 2008; Beccaloni, 2009). No entanto, nem todas as espécies incluidas
nos géneros mencionados acima sdo perigosas para humanos. Por exemplo, a peconha do
escorpido Mesobuthus gibbosus, endémico da peninsula de Balcas e Turquia € mais brando do

que a peconha de M. tumulus, endémico da india (Beccaloni, 2009).

1.2 Escorpionismo

Escorpionismo é uma ameaca a saude publica que se refere a acidentes associados a
picadas de escorpides e € considerado um sério problema negligenciado de salde em paises
em desenvolvimento (WHO, 2007). Os casos de acidentes com picadas de escorpifes com
alta severidade sdo registrados principalmente na América Central e do Sul, Norte da Africa,
Oriente Médio e Sudoeste da Asia (Chippaux & Goyffon, 2008).

Os principais sintomas associados a picadas de escorpides sdo intensa dor local,

sudorese, taquicardia, taquipneia, agitacdo, pancreatite, edema pulmonar, hemolise e necrose
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(Espino-Solis et al., 2009; Borchani et al., 2011; Khattabi et al., 2011). A gravidade do
envenenamento depende de alguns fatores como massa corporea, sensibilidade da vitima a

peconha, quantidade de peconha injetada e a espécie envolvida no acidente.

As picadas de escorpifes representam a segunda fonte primaria de envenenamento
envolvendo fauna silvestre, ficando atras apenas dos acidentes ofidicos (Mebs, 2002; Espino-
Solis et al., 2009). Em paises onde ha disponibilidade de uso do soro antipegconha adequado e
outros suportes medicos estdo disponiveis, € observado um decréscimo expressivo nas taxas
de mortalidade (Chippaux et al., 2011; Chippaux & Goyffon, 2008).

O objetivo do tratamento em casos de escorpionismo é combater os sintomas
associados a picada com uso de analgésicos e soroterapia. A eficicia desse tratamento é
diretamente relacionada com o tempo decorrido entre a picada e a administracdo do soro
antiescorpidnico. De acordo com o Ministério da Saude no Brasil, 0 soro antiescorpiénico sé
pode ser administrado por médicos capacitados por via intravenosa e em ambiente hospitalar.
Os sinais vitais desses pacientes devem ser constantemente monitorados, pois se houver
qualquer mudanca no padrao clinico é necessaria intervencdo medica imediata (Ministério da
Saude, 2001).

1.3 Epidemiologia do Escorpionismo

1.3.1 Velho Mundo

Entre os paises da Africa do Norte, as maiores taxas de escorpionismo sio originadas
na Tunisia (420 acidentes por 100.000 habitantes) (Njah et al., 2001) que resultam em cerca
de 50 mortes por ano (Mansour, 2001). No entanto dados mais recentes indicam que a Argélia

pode ter ultrapassado a Tunisia em acidentes escorpiénicos (Chippaux et al., 2011).

As taxas de acidentes aumentam em todo o continente africano em areas rurais e
comunidades urbanas (Chippaux & Goyffon, 2008). As espécies de escorpides mais perigosas
nesse ponto do velho mundo sdo: Androctonus australis, A. mauretanicus, A. aeneas, Leiurus
quinquestriatus, Buthus occitanus e Hottentota franzwerneri. Porém, na Africa subsaariana
poucos casos de hospitalizacdo e morte sdo documentados sendo que a maioria registrada é de
vitimas jovens, durante o verdo (Bergman, 1997; Attamo et al., 2002; Chippaux & Goyffon,
2008).

19



Introducéo

Sistemas de saude precéarios combinados com indisponibilidade ou uso incorreto de
soros antipeconha, nessas localidades resultam em altas taxas de mortalidade (Chippaux et al.,
2011). Um padréo de incidéncia similar a Africa, mas associados a uma reducéo significativa
nas taxas de mortalidade foi observada apos recente melhoria no sistema de satde no Oriente
Meédio, por exemplo, na Arébia Saudita (Al-Sadoon & Jarrar, 2003). Porém altas taxas de
mortalidade ainda persistem em areas rurais (Mahaba, 1997). Como os dados epidemioldgicos
na india sdo esparsos, € dificil estimar o nimero de acidentes com escorpides, contudo
acidentes fatais sdo divulgados regularmente (ndo oficialmente) e sdo mais observados para a
espécie H. tamulus (Chippaux & Goyffon, 2008).

1.3.2 Novo Mundo

Na Ameérica Latina os indices de acidentes escorpidnicos aumentam durantes 0s meses
de verdo (Schenone & Fontecilla, 1998; de Roodt et al.,, 2003; Chowell et al., 2005)
principalmente em areas suburbanas (Celis et al., 2007; Schenone & Fontecilla, 1998),
envolvendo principalmente adultos (Chowell et al., 2005; Celis et al., 2007). Devido algumas
espécies possuirem habitos urbanos, como Tityus serrulatus e T. trivittatus muitos desses
acidentes ocorrem em domicilios ou areas peridomiciliares (de Roodt et al., 2003). No
México as taxas de acidentes de picadas de escorpides graves também sdo influenciadas pela
localizacdo, isto é, o escorpionismo é mais comum em &reas urbanas e com popula¢do maior
do que 2.500 habitantes e sdo ainda mais comuns em adultos do que em criangas (Chowell et
al., 2005; Celis et al., 2007). Outro fator que afeta as taxas de incidéncia de acidentes é o
clima, sendo a maioria das picadas ocorridas no final da estacdo seca (Chowell et al., 2005).
A mortalidade nessas &reas tem diminuido bastante nas Ultimas décadas devido a
disponibilidade de soro antipeconha contra escorpides do género Centruroides (0,6 — 0,7 por
100.000 habitantes) (Celis et al., 2007). Apesar disso, taxas de mortalidade em crianc¢as
menores de cinco anos e idosos com mais de 60 anos permanecem altas. Na América do
Norte, incluindo o México, escorpibes do género Centruroides sdo considerados 0s mais
perigosos, porém para o restante da América Latina escorpides do género Tityus representam
maior risco para humanos, pois varias espécies se distribuem por grandes areas incluindo

ambientes urbanos, podendo ser endémicos.

Em varios paises acidentes escorpionicos fatais apresentaram uma queda expressiva

durante as Ultimas décadas. Essa diminuicdo no numero de Obitos estd relacionada a
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disponibilidade de tratamento e soro antipegonha especifico para diferentes espécies de
escorpides.

No entanto, as taxas de envenenamento fatal variam significantemente entre regides,
mantendo altas taxas de mortalidade em areas rurais da América Latina. De acordo com de
Sousa et. al. (1996) foram registros 6.803 acidentes com 6,6 mortes por 100.000 habitantes
dos Andes. No Brasil Tityus serrulatus é a principal espécie causadora de acidentes. Apenas
no ano de 2013 foram notificados mais de 77.000 acidentes por escorpides, destes, mais de
20% ocorrem em Minas Gerais (estado com maior incidéncia de casos) com uma taxa de
mortalidade de 0,09 %. Essa espécie de escorpido é muito bem adaptada a ambientes urbanos
e se localiza principalmente nas regides sudeste e nordeste do Brasil (Cardoso et al., 1995;
Freire-Maia & Campos, 1989; Maria et al., 2005; SINAN, 2014).

1.4 Pecgonha escorpidnica e toxinas

A peconha escorpibnica é produzida por um par de glandulas localizadas no télson
(Gltimo segmento do metassoma) e inoculado por um aguilhdo. A peconha extraida apresenta
aspecto mucoso e coloragdo branca. A maior parte dos componentes € de natureza proteica.
No entanto, a peconha apresenta outras substancias como muco, sais inorganicos, lipideos,

aminoéacidos, nucleotideos e aminas biogénicas (Gwee et al., 1996).

O arsenal toxico dos escorpiGes € composto principalmente de neurotoxinas que atuam
em canais i6nicos (canais para sédio, potassio, calcio e cloro). Essas neurotoxinas sao
peptideos com tamanho variado de 35 - 70 aminoacidos. As toxinas que agem em canais para
sodio sao consideradas 0s componentes mais toxicos da peconha escorpidnica e apresentam
similaridade quanto a sequéncia priméria e a estrutura terciéria. Essas toxinas consistem em
um arranjo de uma a-hélice e duas a trés folhas-f, sdo ainda estabilizadas por trés a quatro
pontes dissulfeto (Rodriguez de la Vega & Possani, 2005; Rodriguez de la Vega et al., 2010;
Chugunov et al. 2013). As toxinas escorpiénicas que agem em canais ibnicos podem ser
classificadas com base no tipo de canal de atuacdo, efeitos farmacoldgicos e sua sequéncia
priméaria. No entanto, algumas proteinas de maior massa molecular sdo encontradas na
peconha, como hialuronidases, proteases e fosfolipases, que também podem contribuir para os
sintomas associados com o envenenamento (Alvarenga et al., 2012; Costal-Oliveira et al.,
2012; Borchani et al., 2013; Venancio et al., 2013; Horta et al., 2014; Carmo et al., 2014).
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As toxinas de canais para sodio podem ser classificadas em o ou B (e ainda
subdivididas nesses grupos) de acordo com seu modo de acgdo e organismo alvo (Catterall,
1980; Jover et al., 1980; Billen et al., 2008). As a-toxinas que atuam em canais para sodio se
ligam no sitio 3 desse canal e impedem a sua inativacdo ou retardam esse processo,
desencadeando um atraso na transmissdo de impulsos nervosos. Essa classe de toxinas
também € considerada a mais toxica da peconha (Martin-Eauclaire et al., 1994; Arantes et al.,
1994; Bosmans & Tytgat, 2007; Chen & Chung-a, 2012; Kalapothakis & Chavez-Olortegui,
1997). Ja as p-toxinas se ligam ao sitio 4 dos canais para sodio dependentes de voltagem,
fazendo com que esse canal se abra com menores estimulos, ou seja, menores potenciais de
acdo, levando a despolarizagdo da membrana. Em resumo, as 3-toxinas deixam os canais para
sodio mais sensiveis a abertura (Zhang et al., 2012; Chen & Chung-b, 2012; Barhanin et al.,
1982; Cestele et al., 1998; Pedraza Escalona & Possani, 2013).

As toxinas que afetam canais para potassio sdo mais diversas e tém funcdo de bloquear
ou inativar esses canais. Elas podem ser classificadas em o-KTx, B-KTx, y-KTx e k-Ktx em
relacdo a sua atividade farmacoldgica e tipo de canal de a¢do (Carbone et al., 1982; Possani et
al., 1982; Bergeron & Bingham, 2012).

Outras neurotoxinas também vém sendo descobertas e afetam canais para cloro ou
calcio (Mouhat et al., 2004; Norton & McDonough, 2008). As toxinas que agem em canais
para cloro atuam principalmente bloqueando esse tipo de canal (Tytgat et. al., 1998; Zeng et.
al., 2000a; Zhijian et. al., 2006), j& as toxinas que agem em canais para calcio sdo bastante
heterogéneas em relacdo a sequéncia priméria e tamanho e atuam principalmente no blogueio
desses canais (Valdivia & Possani, 1998; Chuang et. al., 1998; Fajloun et. al., 2000; Wu et.
al., 2001; Norton & McDonough, 2008).

Além das neurotoxinas, a peconha escorpiénica contém enzimas como hialuronidases,
proteases e fosfolipases. As hialuronidases sdo capazes de degradar o &cido hialurénico
(maior componente da matriz extracelular) e estdo associadas com a disperséo da peconha
através dos tecidos (Pessini et al., 2001; Costal-Oliveira et al., 2012; Venancio et al., 2013,
Horta et al., 2014). As proteases sdo ainda pouco descritas para escorpifes e muitas espécies
ndo apresentam atividade proteolitica detectavel (Venancio et al., 2013; Carmo et al., 2014).
No entanto, a peconha de algumas espécies como T. serrulatus pode desenvolver pancreatite
em algumas vitimas causada pela protease Antarease (Fletcher et al., 2010). A peconha de H.
lepturus é a Unica descrita que possui atividade dermonecrotica e hemolitica, essa a¢do é

causada pela enzima Heminecrolisina, uma esfingomielinase D (Borchani et al., 2011a;
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Borchani et al., 2011b). A acdo sinérgica de varias toxinas presentes na peconha é a

responsavel pelos diversos efeitos toxicos resultantes do escorpionismo.

1.5 Soro antipegconha escorpibnico

O soro antipeconha escorpidnico ou soro antiescorpionico € produzido pela
imunizacdo de cavalos seguido do isolamento dos anticorpos imunoglobulinas G (IgG). Os
anticorpos especificos contra a peconha sdo purificados a partir do soro e em seguida
digeridos, os fragmentos Fab’ ou F(ab”), gerados séo purificados para a utilizagéo clinica. O
soro produzido na Fundacao Ezequiel Dias (Belo Horizonte, MG — Brasil), especifico para T.
serrulatus, é capaz de neutralizar 1 mg de peconha por mL de soro. A administracdo do soro
especifico tem a funcdo de neutralizar a peconha circulante e pode ser usado apenas em
hospitais com equipe médica treinada. Com base na classificacdo do grau do acidente o

paciente pode receber mais de 6 ampolas de soro (contendo 5 mL) (Rezende et al., 1995).

Uma alternativa para 0s soros antipeconha comerciais € o uso de soro liofilizado em
regides tropicais e/ou pobres. O soro antipeconha liofilizado tem uma grande vantagem para a
preservacdo em longo prazo e pode ainda ser armazenado em temperatura ambiente. No
entanto, essa antipeconha pode ter problemas para a ressuspensdo, pois sua solubilidade

depende diretamente da qualidade do processo de liofilizacdo (Theakston et al., 2003).

1.6 Historia da producdo de soro antiescorpibnico em
cavalos

O primeiro soro antiescorpidnico produzido pela imunizacéo de cavalos foi produzido
por Todd em 1909 com a peconha do escorpido Buthus quinquestriatus endémico do Egito. A
peconha era extraida pela maceracdo do télson dos escorpides, ressuspendida em solucéo
salina, centrifugada e o sobrenadante utilizado para a imunizagdo dos cavalos. Os animais
imunizados apresentavam varios sintomas de envenenamento, incluindo dor no local da
injecdo, diarreia, salivagdo, sudorese e tetania. A peconha ainda era misturada a iodo antes de
ser inoculada para minimizar os sintomas (Todd, 1909). Maurano (1915) desenvolveu o
primeiro soro antiescorpidnico brasileiro contra a peconha de T. bahiensis utilizando 0 mesmo
protocolo que Todd (1909), no entanto o soro produzido apresentou baixa capacidade de
neutralizacdo. Em 1917 foi produzido o primeiro soro antiescorpionico brasileiro com

capacidade de protecéo efetiva. Esse soro foi desenvolvido por Vilela (1917) contra a pegconha
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de T. serrulatus, que naquela época, acreditava ser uma variagdo mais clara de T. bahiensis,
contudo ja se sabia que a toxicidade de sua pegonha era maior. Apenas em 1918 a producao
de soro antiescorpiénico contra Tityus sp. foi conduzida em larga escala (Lucas, 2003). A
primeira geracdo de soros antipeconha continha apenas o plasma sanguineo sem 0S
componentes celulares do sangue. No ano de 1927, as imunoglobulinas comegaram a ser
purificadas a partir do plasma equino para uso em humanos. Essas preparacfes contendo
anticorpos purificados apresentaram menor quantidade de contaminantes (proteinas
plasmaticas presentes no soro), dessa maneira, efeitos adversos decorrentes da soroterapia
foram previnidos. Para a eliminacdo dos sintomas associados a soroterapia, 0s anticorpos
purificados comegaram a ser tratados com pepsina, que cliva os anticorpos gerando o
fragmento Fab’ que é capaz de neutralizar a peconha, minimizando ainda mais os efeitos

adversos (Espino-Solis et al., 2009).

Com o uso dessa tecnologia a producdo de soro antipeconha foi aprimorada em todo o
mundo. Em adi¢do aos protocolos classicos, que utilizam peconha bruta como antigeno, novas
tecnologias utilizando a peconha detoxificada, toxinas recombinantes ou peptideos sintéticos
tém sido desenvolvidos para melhorar ainda mais a eficacia do soro antipeconha. Entretanto,
pelo que conhecemos, até a presente data nenhuma dessas técnicas de imunizacéo foi utilizada

na producdo comercial de soro antiescorpionico.

1.7 Formas alternativas de producao de soro
antiescorpionico

1.7.1 Imunizacgdo com peconha detoxificada

A detoxificacdo € descrita como um processo de desenvolvimento de soro
antiescorpionico utilizando imundgeno atenuado. A detoxificacdo da peconha é realizada
antes da imunizacdo com o objetivo de atenuar os efeitos tdxicos da peconha e com isso
manter a salde animal, com o aumento de sua expectativa de vida e reducdo do sofrimento

causado pela sucessiva imunizacdo com pe¢onha bruta.

Vérios agentes foram utilizados para se obter a detoxificagdo das pegonhas
escorpibnicas. Alguns agentes quimicos alcancaram significativa capacidade de reducdo de
toxicidade sem afetar a capacidade de producdo de anticorpos neutralizantes. Abbadi &
Irunberry (1970) adicionaram azul de metileno a peconha para a detoxificagdo. Outros agentes

qguimicos como glutaraldeido, formaldeido e iodo também foram utilizados com sucesso
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(Possani et al. 1981; Heneine et al. 1986; Das Gupta et al. 1989; Kharrat al., 1997; Heneine &
Heneine, 1998; Kaabi et al. 2001; Machado de Avila et al. 2004). Esses agentes sdo capazes
de diminuir o valor da DLsy de 6-30 vezes em relacdo a peconha bruta. Além de promover a
producdo de anticorpos. Algumas pegonhas detoxificadas também desenvolveram protecéo
vacinal contra a peconha bruta (Possani et al,. 1981; Heneine et al., 1986; Kharrat et al.,
1997; Kaabi et al., 2001; Machado de Avila et al., 2004). O uso de radia¢cdo Gama na pegonha
em presenca de agua também é capaz de levar uma alta diminuicdo da toxicidade da pegonha,
cerca de 25 vezes o valor da DLsy da peconha néo tratada (Abib & Laraba-Djebari, 2003; Lila
& Laraba-Djebari, 2011).

Outra alternativa que resulta na diminuigcdo de toxicidade sdo os lipossomas. Esses
lipidios encapsulam a peconha diminuindo assim sua toxicidade. No entanto, os soros gerados
com essa metodologia ndo apresentaram capacidade neutralizante equivalente ao soro
produzido de maneira convencional, necessitando de mais estudos (Chéavez-Olortegui et al.,
1991; Fonseca et al., 1997).

1.7.2 Imunizacédo com fracdes toxicas da peconha

A maior parte da toxicidade da peconha escorpidnica ¢ atribuida a neuropeptidios com
massa molecular entre 1,5 e 8 kDa. Devido a grande quantidade de componentes na peconha,
muitos sdo capazes de induzir grande producdo de anticorpos sem serem toxicos, enquanto
que algumas neurotoxinas ndo tém capacidade imunogénica elevada, e ainda algumas toxinas
tem capacidade de imunossupressdo (Shah et al., 2003; Varga et al., 2012). Assim, 0 uso de
fracdes toxicas da peconha direciona mais a producdo de anticorpos contra 0s componentes

considerados mais importantes para a protecao do soro.

Portanto, alguns estudos que utilizaram essa fracdo, adotaram metodologias de
detoxificacdo para conseguirem inocular maior quantidade. Garcia y Perez et al. (1988)
conseguiram gerar soro de coelho contra a fragdo tdxica detoxificada de peconhas de varias
espécies do género Centruroides. No entanto, 0o soro ndo obteve boa capacidade de
neutralizacdo quando comparada ao soro gerado contra a fracdo nao detoxificada.
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1.7.3 Imunizacdo com anatoxinas nativas

As toxinas de escorpifes comumente apresentam sequéncias e estrutura similares
(Chugunov et al., 2013). No entanto, alguns peptideos chamados de anatoxinas possuem alta
similaridade as toxinas sem exibir efeitos toxicos a mamiferos. Porém, essas anatoxinas

podem apresentar efeitos em outros organismos ou tecidos que ndo sao tipicamente estudados.

Existem trés trabalhos que utilizaram anatoxinas e foram capazes de gerar soro
neutralizante contra a pegonha bruta ou contra toxinas purificadas. O soro de coelho
produzido contra a TSNTxP é capaz de neutralizar 20 DLsy por mL da peconha de T.
serrulatus (Chavez-Olértegui et al., 1997). Ja o soro de coelho contra a anatoxina Amm8 de
A. mauretanicus é capaz de neutralizar 42 DLsy por mL de soro da toxina AaH2 de A.
australis (Martin-Eauclaire et al., 2006). A imunizagdo com as anatoxinas KAaH1 e KaH2 de
A. australis foi capaz de gerar protecdo vacinal contra a toxina AaH2 e a fracdo toxica da
peconha de A. australis (Srairi-Abid et al., 2008). Assim, as anatoxinas representam uma
fonte interessante de antigenos para a producdo de soro antiescorpiénico sem causar danos a
salide dos animais produtores.

1.7.4 Imunizagdo com toxinas recombinantes

As neurotoxinas possuem similaridades em sua sequéncia primaria, estrutura terciaria
e no padrdo de pontes dissulfeto. Por isso, 0 soro gerado contra uma (ou algumas toxinas)
pode gerar anticorpos que tenham reconhecimento cruzado e capacidade de neutralizar outros
componentes toxicos. Além disso, algumas toxinas podem representar uma grande proporcao
da peconha (ex. a B-toxina Tsl corresponde a 15% da peconha de T. serrulatus) (Cologna et
al., 2009), enquanto outras toxinas podem representar uma porcentagem muito baixa na
peconha bruta, limitando o seu uso na producao de soro antipeconha. Uma opc¢éo que substitui
a purificagdo de toxinas pouco representadas na peconha é a expressdo de toxinas
recombinantes utilizando sistemas de expressdo baseados em Escherichia coli. Esses sistemas
de expressdo sao muito bem caracterizados e podem gerar grandes quantidades de proteina

recombinante.

As primeiras toxinas escorpionicas produzidas de maneira recombinante para a
imunizacdo de animais foram expressas como uma proteina de fusdo para 0 aumento de sua
solubilidade e facilidade para a purificagdo. Bouhaouala-Zahar et al. (1996) expressaram a a-

toxina BotXIV de B. occitanus tunetanus fusionada a dois dominios Z em tandem (o0 dominio
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Z ¢é o dominio de ligagdo da proteina A de Staphylococcus aureus). Essa toxina recombinante
é capaz de causar paralisia em insetos, porém ndo tem efeitos em mamiferos. No entanto, o
soro produzido em coelhos contra essa toxina recombinante foi capaz de neutralizar 20 DLs
por mL de soro contra a fracdo toxica (G50) da peconha desse escorpidao. Além disso, as
imunizagdes utilizando a proteina recombinante conferiram prote¢do vacinal contra o desafio
com a fragdo toxica. Seguindo a estratégia anterior, Benkhadir et al. (2002) expressaram a
toxina Bot-111. O soro de camundongo produzido era capaz de neutralizar 10 DLs, de pe¢onha
por mL de soro. Guatimosim et al. (2000) expressou a anatoxina de T. serrulatus TSNTxP
fusionada com a proteina de ligacdo a maltose (MBP), o soro de coelho produzido contra ela é
capaz de neutralizar 20 DLsp por mL da peconha bruta. Legros et al. (2001) expressaram trés
toxinas de A. australis (AaH1, AaH2 e AaH3) fusionadas a MBP, juntas essas toxinas
promoveram a producdo de um soro em coelho capaz de neutralizar 15 DLso por mL contra a
fracdo toxica da peconha. Essas toxinas também foram capazes de gerar protecdo vacinal.
Garcia et al. (2003) expressaram a toxina com agdo em crustaceos Cn5 de C. noxius, porém
ndo foram capazes de gerar anticorpos neutralizantes em coelhos ou protecao vacinal contra a

toxina Cn2 nativa.

Sistemas de expressao bacteriana podem produzir proteinas recombinantes em corpos
de inclusdo insollveis. No entanto, Mendes et al., (2008) mostraram que esses corpos de
inclusdo também podem ser imunogénicos. Especificamente, a B-toxina Tsl (a toxina mais
abundante nessa peconha) foi expressa em corpos de inclusdo com 2 copias em tandem e uma
pequena cauda de fusdo T7-Tag. Essa recombinante foi capaz de induzir a produgdo de soro
em coelhos com capacidade de neutralizar 15 DLsp por mL de soro contra a pegonha bruta e
140 DLsp por mL de soro contra a Tsl nativa. Além disso, essa recombinante conferiu

protecdo vacinal contra a peconha bruta.

Proteinas recombinantes contendo cauda de seis histidinas (6x-His) vém sendo
utilizadas para a expressdo de toxinas. Essa cauda tem alta afinidade por metais como niquel,
facilitando sua purificagdo em resinas de afinidade com metais imobilizados (IMAC). Esse
sistema pode ser utilizado com uma grande variedade de tampdes e reagentes, 0 que promove
grande plasticidade e bons rendimentos. Garcia-Gomez et al. (2009) expressaram a toxina
Pg8 da peconha de Parabuthus granulatus fusionada a uma cauda de histidinas. O soro
produzido com essa recombinante neutraliza 8 DLsy por mL de soro contra a toxina nativa e
ainda confere protecdo vacinal contra a peconha desse escorpido. Herndndez-Salgado et al.

(2009) expressaram 3 isoformas da toxina Css2 de C. suffusus. Duas dessas eram ativas: uma
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similar a nativa e outra contendo uma cauda de histidinas, a isoforma inativa possui a mutagéo
E15R. Os soros produzidos em coelhos contra essas 3 isoformas de Css2 produziram

anticorpos capazes de neutralizar 15 DLso por mL de soro contra a pegonha bruta.

Muitos desses estudos descrevendo o uso de toxinas recombinantes para a geracao de
soro antipeconha demonstraram protecdo contra a peconha bruta. No entanto, ainda é
necessaria a produgdo de diferentes toxinas recombinantes da mesma espécie de escorpido
para a geracdo de um soro antipeconha que consiga uma protecdo mais efetiva contra a
peconha bruta. Uma vantagem do uso dessas toxinas como antigenos é de que proteinas
recombinantes costumam ndo possuir toxicidade devido a auséncia de estrutura terciéria
correspondente a toxina nativa. Sem a toxicidade a imunizagdo com essas proteinas gera
menos injUria aos animais. No entanto, 0 maior problema enfrentando pela utilizacdo dessa
técnica é a inabilidade de bactérias formarem pontes dissulfeto corretamente, o que resulta na
expressdo de toxinas sem a conformacao terciaria adequada. Sem a correta estrutura terciaria,
0s epitopos descontinuos sdo modificados, fazendo com que alguns anticorpos gerados contra

elas ndo apresentem capacidade de protecdo contra as toxinas nativas ou peconha bruta.

1.7.5 Imunizacdo com peptideos sintéticos

Outra ferramenta utilizada como imundgeno para a producdo de soro antipeconha e o
uso de peptideos sintéticos com sequéncia baseada nas toxinas escorpiénicas. Esses epitopos
sdo identificados por técnicas de mapeamento de sequéncias antigénicas, como Phage Display
ou SPOT (Gazarian et al. 2000; Duarte et al., 2010). A técnica de Phage Display utiliza uma
biblioteca de fagos que expressam diferentes peptideos na superficie do capsideo (Smith,
1985). Os epitopos imunorreativos sdo entdo sequenciados para a afericdo de sua sequéncia.
Ja a técnica de SPOT utiliza peptideos sintéticos com base em uma sequéncia alvo (cerca de
10 — 15 aminoacidos com sobreposicdo de sequéncia) que sdo ligados a uma membrana de
celulose. Os peptideos reativos sdo definidos pelo uso de soro especifico. Apds a
identificacdo, esses peptideos séo sintetizados e utilizados como antigenos para a imunizacao.
Os epitopos continuos sao definidos como uma porcdo linear da sequéncia primaria de uma
toxina, ja os epitopos descontinuos sdo compostos por diferentes porcdes da sequéncia
primaria da toxina, porém eles permanecem proximos na conformacdo terciaria (Figura 2).
Para aumento da imunogenicidade esses pequenos peptideos sdo ligados a proteinas
carregadoras como BSA (albumina do soro bovino), OVA (albumina de ovo) ou KLH

(keyhole limpet hemocyanin).
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Figura 2: Representacdo esquematica dos tipos de epitopos.

Na figura, a linha azul representa uma proteina hipotética. As letras vermelhas representam um epitopo continuo,
localizado na sequéncia linear da proteina. Ja as letras verdes representam um epitopo descontinuo, localizado em
diferentes porg¢des da sequencia linear da proteina. As letas ‘N’ e ‘C’ apresentam as extremidades N- e C- terminais
da proteina.

Bahraoui et al. (1986) produziram o primeiro soro antipeptideo com o uso de um
peptideo, ligado a BSA, correspondente aos residuos 50-59 da toxina AaH2 de A. australis.
Esse soro foi capaz de neutralizar a toxina nativa, porém ndo foi testado contra a peconha
bruta ou como protecdo vacinal. A partir desse primeiro trabalho, outras pesquisas seguiram a
mesma linha imunizando camundongos e coelhos para a produgdo de soro. Os resultados
obtidos sdo variaveis uma vez que cada trabalho utilizou sequéncias de diferentes trechos de
toxinas. Alguns trabalhos utilizaram peptideos continuos e outros descontinuos, sendo que 0s
ultimos apresentaram resultados mais satisfatorios (Ait-Amara et al., 1993; Calderon-Aranda
et al., 1995; Devaux et al., 1997, Calderon-Aranda et al., 1999; Alvarenga et al., 2002;
Inceoglu et al., 2006; Duarte et al., 2010).

Esses estudos mostram que é possivel a producdo de soro antipeconha com o uso de
epitopos definidos. Alguns desses peptideos apresentaram boa capacidade neutralizante, no
entanto, formulacdes utilizando multiplos peptideos podem ser testadas para a producdo de
um soro com capacidade neutralizante mais abrangente a outros componentes toxicos da

peconha.

1.7.6 Anticorpos monoclonais contra a pe¢conha escorpifnica

Desde a descoberta dos anticorpos monoclonais (mAb’s) por Kohler & Milstein
(1975), varios mAB’s vém sendo desenvolvidos para o tratamento de doengas e
desenvolvimento de kits de diagndstico. O primeiro mAb gerado contra uma toxina de

escorpido foi produzido por el Ayeb & Rochat (1988) que produziram dois monoclonais
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contra a toxina AaH2. Ambos mADb’s se ligavam muito bem a essa toxina, contudo um
anticorpo possuia capacidade neutralizante e o outro ndo (Yahi et al. 1992). Nem todos 0s
mAb’s possuem capacidade neutralizante, pois o sitio de ligacdo pode ser diferente do sitio
ativo da toxina (Bahraoui et al., 1988; Devaux et al., 1997; Clot-Faybesse et al., 1999; Mousli
et al., 1999). No entanto alguns mAb’s tem a capacidade de reconhecer mais de uma toxina,
devido as similaridades entre as sequéncias de toxinas (entres espécies ou géneros). Dessa
maneira essa reacdo cruzada seria muito interessante para a neutralizacdo da pegonha
escorpidnica (Zamudio et al. 1992; Heérion et al. 1995; Calderon-Aranda et al. 1995;
Alvarenga et al. 2005). Licea et al. (1996) caracterizou um anticorpo monoclonal capaz de
neutralizer 43 DLso por mg de F(ab’), contra apeconha de C. noxius.

Essa metodologia apresenta vantagens na producdo direcionada de anticorpos
neutralizantes. Devido a especificidade, um mAb pode neutralizar uma ou poucas toxinas,
deixando outras ainda ativas. Por isso uma mistura de varios mAb’s podem ser necessarios
para uma neutralizagdo satisfatoria. Por outro lado a busca por mAb’s humanos pode ser
interessante na prevencdo de reacdes alérgicas consequentes da soroterapia, relativamente
comuns em acidentes envolvendo serpentes ou aranhas (Lo Vecchio et al., 1999; da Silva et
al., 2011). A identificagdo de novos mAb’s pode levar ao desenvolvimento de um soro mais
efetivo contra as espécies que representam perigo a humanos. Outros Mab’s especificos
contra toxinas escorpidnicas tem sido usados para identificar novos epitopos e toxinas (Jia et
al. 2000; Wu et al., 2001; Devaux et al., 2002; Hernandez et al. 2002).

1.7.7 Anticorpos recombinantes baseados em antipeconha
escorpidnica

A fusdo de duas metodologias levou a producdo de anticorpos recombinantes. Esses
anticorpos ja sdo utilizados como sondas, para diagndsticos e terapia (Frenzel et al. 2013).
Varios sistemas de expressdo podem ser utilizados, o que resulta em um alto rendimento de
proteinas recombinantes comparado ao tradicional sistema de producdo de monoclonais em
cultura de células. Além disso, esses anticorpos gerados por manipulacdo do DNA podem
conter varias modificacdes, incluindo geracao de anticorpos quiméricos (porgéo leve e pesada
de organismos diferentes). Anticorpos recombinantes podem ser gerados com base em
culturas de mAb’s seguido do isolamento do cDNA especifico da porgdo de reconhecimento

do antigeno e posteriormente clonada no vetor de interesse.
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Os primeiros trabalhos utilizando essa metodologia apresentaram resultados
satisfatorios, uma vez que os anticorpos gerados apresentaram caracteristicas similares aos
mAb’s dos quais foram baseados (Mousli et al., 1999, Selisko et al., 2004). Porém, a
clonagem apenas da porgdo Fab’ por Aubrey et al. (2004) ndo apresentou a mesma eficacia

que 0 mAD de origem.

Experimentos utilizando mutagénese na sequéncia de reconhecimento de anticorpos
sdo interessantes para a geracdo de novos anticorpos recombinantes mais generalistas
(reconhecendo mais de uma toxina da peconha) e mais estaveis (Juarez-Gonzalez et al., 2005;
Juste et al., 2007; Di Tommaso et al., 2012). Outro aspecto interessante nessa metodologia é a
geragdo de anticorpos humanizados, que podem ser desenvolvidos como quimeéras. A
capacidade de neutralizacdo desses recombinantes ja foi descrita por varios autores (Riafio-
Umbarila et al., 2005; Riafio-Umbarila et al., 2011; Amaro et al., 2011; Pucca et al., 2012;
Quintero-Hernandez et al., 2012).

O avango mais recente nessa area foi o uso dos nanobodies que sdo anticorpos de
menor tamanho encontrados em tubardes e camelideos. Nanobodies sdo expressos como uma
cadeia Unica, sendo que sua porc¢édo de reconhecimento ao antigeno chamada de VHH e possui
tamanho de 12-15 kDa. Devido ao tamanho reduzido essas moléculas podem se ligar a
epitopos indisponiveis a anticorpos convencionais. Além disso, essas moléculas sdo muito
estaveis, podem ser expressas de forma recombinante, e tem capacidade de neutralizacdo
semelhante aos anticorpos convencionais. Em comparagdo, com a por¢ao Fab’ de um IgG
equino € 3 vezes maior que o dominio VHH dos nanobodies, portanto sua farmacocinética é
mais efetiva. Assim essas moléculas ja foram descritas na rapida neutralizacdo de toxinas
escorpibnicas (Hmila et al., 2008; Abderrazek et al., 2009; Hmila et al., 2010; Abderrazek et
al., 2011; Ezzine et al, 2012; Hmila et al., 2012). A vantagem do uso de anticorpos
recombinantes esta diretamente ligada ao grande rendimento de producdo em sistemas

heterdlogos.

1.8  Tityus serrulatus

Ha no territorio brasileiro varias espécies de escorpides, porém apenas 0 género Tityus
possui representantes que podem causar acidentes graves a seres humanos (Soares et al.,

2002). Dentre as espécies pertencentes a esse género, T. serrulatus (escorpido amarelo, Figura
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3) destaca-se pela grande populacéo, reproducdo por partenogénese, maior toxicidade da
peconha e alta adaptabilidade a ambientes urbanos (Lourenco & Cloudsley-Thompson, 1999).
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Figura 3: Morfologia de escorpides e Tityus serrulatus (Escorpido amarelo).

Esquema ilustrativo da morfologia dos escorpides e foto ilustrativa da regido dorsal de um exemplar de T.
serrulatus. Em A) Vista dorsal e ventral do escorpido. O prossoma compreende o cefalotorax e apéndices e 0
opistossoma compreende 0 mesossoma e metassoma. O par de glandulas de pegonha se localiza no Gltimo
segmento do metassoma, télson, onde também esta presente um aguilhdo para a inoculagdo da peconha. Desenho de
Guarnieri (1998) adaptado. Em B) é possivel notar a coloragdo marrom no dorso e amarela nas patas, palpos e
metassoma.

O ambiente urbano é um dos nichos preferidos por essa espécie, uma vez que as

populacBes de T. serrulatus encontram-se concentradas em cidades (Torres et al., 2002;
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Bortoluzzi et al., 2007; Ministério da Saude, 2009). Esse tipo de ambiente abriga grande
quantidade de presas, como baratas dentre outros insetos, nas redes de esgotos, de energia e
nos cemitérios. O escorpido T. serrulatus se encontra amplamente distribuido pelo Brasil, nas
regides sudeste, nordeste, centro oeste e em parte da regido sul, como demostrado no mapa
(Figura 4).

Distribuicao de
T. serrulatus

Figura 4: Distribuicdo geogréafica de T. serrulatus no territorio brasileiro.

Ampla distribuicdo de T. serrulatus pelo territério brasileiro nas regides sudeste, nordeste, centro-oeste e em parte
da regido sul. As maiores populacfes dessa espécie estdo localizadas principalmente nos centros urbanos. Adaptado
de Borges et al. (2010)

1.8.1 Epidemiologia de T. serrulatus

Os escorpides sdo responsaveis pela maior parte dos acidentes envolvendo animais
peconhentos (Tabela 1) no Brasil. Esses acidentes representam 52% de todos os registros
dessa natureza, incluindo serpentes, aranhas e outros animais peconhentos (Tabela 2)
(SINAN, 2014).

Acidentes com escorpifes podem ter alta gravidade e culminar em Obito, isso
dependera da gravidade do envenenamento. Com base nos dados supracitados, acidentes com
escorpides sao responsaveis por quase 32% dos ébitos decorrentes de acidentes com animais
peconhentos, demostrando a grande importancia dos quadros de escorpionismo no Brasil
(Academia Brasileira de Ciéncias, 2010; SINAN, 2014).
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Tabela 1: Acidentes escorpidnicos no Brasil em 2013 por estado.
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e Acidente
UF Notificagdo Nimero % Nimero %
Norte 3.502 4,51 1 1,33
Rondonia 172 0,22 - -
Acre 174 0,22 - -
Amazonas 380 0,49 - -
Roraima 61 0,08 - -
Para 1.885 2,43 1 1,33
Amapa 128 0,16 - -
Tocantins 702 0,90 - -
Nordeste 38.199 49,18 44 58,67
Maranhao 716 0,92 - -
Piaui 1.809 2,33 5 6,67
Ceara 3.390 4,36 1 1,33
Rio Grande do Norte 3.293 4,24 - -
Paraiba 2.848 3,67 - -
Pernambuco 7.940 10,22 7 9,33
Alagoas 6.790 8,74 4 5,33
Sergipe 898 1,16 - -
Bahia 10.515 13,54 27 36,00
Sudeste 30.658 39,47 19 25,33
Minas Gerais 16.938 21,81 10 13,33
Espirito Santo 2.208 2,84 3 4,00
Rio de Janeiro 289 0,37 1 1,33
Sao Paulo 11.223 14,45 5 6,67
Sul 1.644 2,12 - -
Parana 1.215 1,56 - -
Santa Catarina 216 0,28 - -
Rio Grande do Sul 213 0,27 - -
Centro-Oeste 3.663 4,72 11 14,67
Mato Grosso do Sul 870 1,12 2 2,67
Mato Grosso 876 1,13 2 2,67
Goias 1.409 1,81 5 6,67
Distrito Federal 508 0,65 2 2,67
Total 77.666 100 75 100

Fonte: SINAN, 2014,

A maior parte dos acidentes escorpionicos ocorre nos meses quentes e chuvosos,

periodo em que o0s escorpides apresentam maior atividade (Ministério da Salde, 2009;
SINAN, 2014). A picada, na maior parte dos casos, atinge 0s membros superiores, como as
mé&os e os antebracos. Dados obtidos no Brasil entre os anos de 2007 e 2012 mostram que 0S
individuos com idade inferior a 10 anos apresentam maior sensibilidade a peconha e
propensdo ao falecimento, contribuindo com a maior parte do total de ébitos. Dessa forma, as
criangas necessitam de maior atengdo das autoridades e cuidado nos centros de saude durante
o0 tratamento do escorpionismo (Ministério da Saude, 2001; SINAN, 2014). Além da idade do

individuo acidentado, outros fatores como a espécie do escorpido envolvido, sensibilidade da
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vitima & peconha e quantidade de peconha injetada na vitima sdo decisivos no
desencadeamento dos sintomas do escorpionismo (Hering et al., 1992; Cupo et al., 1994;
Ministério da Saude, 2001, 2009).

Tabela 2: Numero de acidentes e 6bitos por animais peconhentos no ano de 2013.

Tipo de Acidente Obitos
Acidente Numero % Numero %
Escorpido 77.666 52,44 75 31,78
Serpente 26.967 18,21 103 43,64

Aranha 29.167 19,70 18 7,63

Lagarta 3.691 2,49 2 0,85

Abelha 10.600 7,16 38 16,10

Total 148.091 100 236 100
Fonte: SINAN, 2014.

1.8.2 Toxinas de T. serrulatus

A peconha do escorpido T. serrulatus ¢ uma mistura complexa de substancias. Os
peptideos com massa molecular entre 4 e 8 kDa representam as principais toxinas da peconha
(Barhanin et al., 1982; Possani et al., 1992; Mansuelle et al., 1992; Martin-Eauclaire et al.,
1994; Arantes et al., 1994; Corona et al., 1996; Pessini et al., 2001; Cologna et al., 2009;
Fletcher et al., 2010). Além das toxinas (peptideos de baixa massa molecular), a peconha de
Tityus serrulatus é composta por uma grande variedade de substancias quimicas, como muco,
sais inorganicos, proteinas de alta massa como hialuronidases, proteases, peptideos
hipotensores, nucleotideos, lipideos e aminoacidos (Gwee et al., 1996; Fukuhara et al., 2003;
Cologna et al., 2009; Verano-Braga et al., 2008, 2010; Alvarenga et al., 2012, Horta et al.,
2014; Carmo et al., 2014).

As principais toxinas da pegonha atuam em canais iénicos para sodio dependentes de
voltagem (Becerril et al., 1997; Campos et al., 2004; VVasconcelos et al., 2005; Cologna et al.,
2009). A partir da andlise da biblioteca de cDNA da glandula de peconha de T. serrulatus, foi
observado que as toxinas que atuam nos canais para sodio representam 16% das EST’s
relacionadas a peconha (Alvarenga et al., 2012). Esses canais sdo de extrema importancia nos
neurbnios, uma vez que sao responsaveis pela despolarizacdo da membrana para que ocorra a

transmisséo do impulso nervoso (Cestéle & Catterall, 2000; Gurevitz, 2012).

Até o momento, T. serrulatus possui seis toxinas descritas que atuam em canais para
sodio. As toxinas Ts3, Ts5 e Ts2 sdo a-toxinas, sendo que as duas primeiras sdo consideradas
as toxinas mais letais da peconha (Martin-Euclaire, et. al., 1994; Arantes et. al., 1994;

Cologna et al., 2012 ). Ja a Ts2, foi recentemente classificada nesse grupo, pois apresenta
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acdo similar as o-toxinas, porém possui alta similaridade de sequéncia a [B-toxina Tsl
(Cologna et al., 2012). A toxina Tsl pertence a classe das [-toxinas escorpidnicas e
representa cerca de 15% da peconha desse escorpido (Barhanin et al., 1982; Cologna et al.,
2009). As novas toxinas Ts17 e Ts18 foram descritas por Alvarenga et al. (2012), com base
em uma biblioteca de cDNA da glandula de peconha. A toxina Tsl7 tem alta similaridade
com as o-toxinas Ts3 e Ts5, enquanto a Ts18 se assemelha a toxina Ul-buthitoxin-Hjla,

predita para a espécie Hottentotta judaicus.

Além das toxinas que atuam em canais para sodio dependentes de voltagem, existem
ainda toxinas que atuam em outros canais idnicos, contribuindo para a a¢do toxica da peconha
como as toxinas que atuam em canais para potassio (Becerril et al., 1997; Legros et al., 1998;
Cologna et al., 2009; Cologna et al., 2011). As toxinas que agem em canais para potassio
representam 22% das EST’s relativas a pegonha (Alvarenga et al., 2012). S&o descritas para
T. serrulatus sete toxinas desse grupo. As toxinas Ts6, Ts7 e Ts15 sao consideradas a-KTX,
diferindo em sua sequéncia priméria e subtipo de canal alvo. Ja as toxinas Ts8 e Ts19 sdo
consideradas pertencentes a familia B-KTx. As Ts9 e Ts16 sdo k-KTx (Cologna et al., 2009;
Alvarenga et al., 2012). Nesse sentido, ainda ndo foram descritas toxinas com agéo direta em

canais para cloro e calcio em T. serrulatus.

As enzimas presentes na peconha, como hialuronidases e proteases, também
contribuem para o processo de envenenamento. Porém, o mecanismo de acdo desses
componentes no envenenamento ainda é pouco estudado (Pessini et al., 2001; Almeida et al.,
2002; Venancio et al., 2013; Horta et al., 2014; Carmo et al., 2014). As hialuronidases
possuem acdo de clivagem do acido hialurénico, principal componente da matriz extracelular.
Sua atividade é relatada como um fator de disperséo da peconha através dos tecidos, fazendo
com que a peconha seja distribuida mais rapidamente no organismo (Pessini et al., 2001).
Horta et al., (2014) descreveram duas hialuronidases a partir do cDNA da glandula de
peconha de T. serrulatus, nomeadas de TsHyal-1 e TsHyal-2. Os autores demonstraram que a
neutralizacdo dessa enzima diminui a acao tdxica dessa pegonha. Com 121,6 uL de soro anti-
TsHyal é possivel a protecdo completa de 1 DLsp e quantidades inferiores de soro sao capazes

de diminuir o tempo de ébito dos camundongos.

Recentemente, outra classe de enzimas foi descrita para esse escorpio, as proteases. A
atividade proteolitica nessa peconha é discreta, com necessidade de grande quantidade de
peconha para a deteccdo de tal atividade. Porém, alguns trabalhos descreveram a acao

proteolitica juntamente com a sequéncia da primeira protease da peconha de T. serrulatus, a
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metaloprotease Antarease (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venancio et al., 2013).
O trabalho desenvolvido nessa tese, através de uma biblioteca de cDNA conseguiu identificar
dez diferentes proteases pertencentes a classe das metaloproteases denominadas TsMS 1-10
(Carmo et al., 2014). Com o auxilio de uma nova biblioteca de cDNA da glandula de peconha

desse escorpido outras proteases presentes na peconha foram descritas.

1.8.3 Tratamento de escorpionismo

As neurotoxinas presentes na peconha de T. serrulatus desencadeiam um padréo
complexo de sinais e sintomas na vitima de envenenamento, que pode levar a morte. Ha
acometimento dos sistemas cardiovascular, respiratorio, digestivo e nervoso. O principal
sintoma € intensa dor local, porém outros sintomas, como leves sinais inflamatérios,
hipertensdo, sudorese, agitacdo, taquicardia, nduseas, vomitos, edema pulmonar e choque

podem ser observados em casos com maior gravidade (Ministério da Saude, 2001; 2009).

Os sinais clinicos e a idade do acidentando sdo os principais fatores observados na
classificagdo da gravidade do acidente escorpidnico. Os casos considerados leves recebem o
tratamento sintomatoldgico, como analgésicos e observacdo clinica. J& para 0s casos
classificados como moderados ou graves é fornecido o soro antiescorpibnico. O soro
antiescorpidnico é responsavel pela neutralizacdo da peconha circulante, impedindo que as
toxinas continuem agindo na vitima (Ministério da Salude, 2001; 2009) Nos casos em que é
administrado soro antiescorpiénico (ou soro antiaracnidico), podem ser utilizadas de 2 a 6
ampolas de soro. Cada ampola possui 5 mL de soro, sendo que 1 mL e tem a capacidade de
neutralizar 5 vezes a DLsy (Dose Letal para 50%), ou seja, € injetada na vitima uma
quantidade de soro que é responsavel pela neutralizacdo de, no minimo, 50 vezes a DLsg
(Ministério da Saude, 2001).

1.8.4 Problemas na producéao de soro

Apesar da eficacia do soro antipeconha produzido, ha problemas na producdo, como
por exemplo, o elevado custo. A peconha escorpidnica é obtida atraves da extragdo por
estimulacdo elétrica, e cada escorpido libera uma quantidade pequena de peconha. Assim,
deve-se extrair peconha de varios escorpides, sendo necessaria a criacdo e manutengdo desses
animais em cativeiro, além de uma criagdo paralela de presas, como baratas e grilos. Alem da

dificuldade de obtencéo de pegonha, os cavalos utilizados para a producéo de soro apresentam
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uma baixa sobrevida devido a agdo tdxica da peconha que é neles inoculada. Nem todos os
cavalos, apos os ciclos de imunizacdo, produzem um soro com a capacidade neutralizante
esperada, culminando na constante substituicdo da tropa e no aumento do custo de producéo.
Outro fator importante é o efeito de diluicdo dos anticorpos neutralizantes, uma vez que a
peconha apresenta diversos componentes, dentre eles, varios ndo téxicos. Dessa forma, ha
uma producdo de anticorpos contra componentes toxicos e nao toxicos, fazendo com que os
anticorpos que realmente neutralizam os efeitos da peconha estejam mais diluidos no soro
(Chippaux & Goyffon, 1998; Gazarian et al., 2005; Maria et al., 2005).

Assim, nosso grupo de pesquisa vem, ha algum tempo trabalhando no intuito de
aprimorar o soro antiescorpionico, produzindo-o de maneira menos agressiva aos cavalos e
mais direcionada aos componentes toxicos e imunogénicos da peconha. Para tal, € utilizada a
tecnologia de producéo de proteinas recombinantes e epitopos sintéticos para utilizacdo como
imundgenos (Guatimosim et al., 2000; Machado de Avila et al., 2004; Mendes et al., 2004;
Alvarenga et al., 2005; Mendes et al., 2008; Duarte et al., 2010).

A partir de proteinas recombinantes expressas em E. coli, ja foram caracterizadas pelo
nosso grupo alguns componentes tdxicos da peconha de T. serrulatus e de outros organismos
(Kalapothakis et al., 2002; Carneiro et al., 2003; Figueiredo et al.,2008; Lobato et al., 2010).
O primeiro componente da pegonha de T. serrulatus estudado na forma recombinante foi o
peptideo ndo tdxico TSNTxP, por Guatimosim et al. (2000). Esse peptideo foi selecionado por
apresentar alta similaridade com toxinas que agem em canais para sodio e por produzir, em
sua forma nativa, soro com boa capacidade neutralizante contra a pegonha de T. serrulatus
(Chévez-Olértegui et al., 1997). Guatimosim et al. (2000) verificaram que 1 mL do soro
produzido contra a TSNTXP recombinante foi capaz de neutralizar 20 DLs, da peconha de T.
serrulatus. A toxina Tsl recombinante foi expressa e caracterizada com duas clpias em
tandem por Mendes et al. (2008). Nesse trabalho, 1 mL de soro anti-Tsl) foi capaz de
neutralizar 75% de 20 DLsy de pegonha bruta e 140 DLsy de Tsl nativa. Carmo (2011)
caracterizou a capacidade neutralizante da toxina Ts3 recombinante expressa no vetor
pET26b; porém, ndo foi verificada capacidade protetora do soro produzido contra a peconha
de T. serrulatus. A partir desse trabalho, teve inicio a ideia de imunizacdo de animais
utilizando-se tanto toxinas recombinantes como peconha bruta de T. serrulatus como reforgo.
Em 2011, realizou-se uma nova construgdo com a toxina Tsl1, que continha quatro copias em

tandem (Tsls). O soro anti- Tsly produzido ndo apresentou reconhecimento por ELISA
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contra TsP ou Tsl nativa. No entanto, 1 mL deste soro foi capaz de proteger 20 DLsp de Tsl
nativa (Mendes, 2012).

Os trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo se mostram interessantes para o
desenvolvimento de formas alternativas a imunizagdo tradicional. Porém, ainda s&o
necessarios avangos nos estudos, para que haja a producdo de um soro neutralizante a partir

de imundgenos recombinantes que confira alto valor de protecgéo.

O presente trabalho vem inovar nossos estudos, uma vez que € 0 primeiro a propor a
producdo de soro neutralizante a partir de uma proteina quimeérica baseada em toxinas de
diferentes classes da peconha de T. serrulatus. Dessa maneira, a imunizacdo realizada com
apenas um antigeno que carrega sequéncias de toxinas de canais para sodio dependentes de
voltagem uma tipo o € a outra tipo 3, e ainda uma proteina imunogénica e ndo toxica (Ts3,
Tsl e TsNTxP). Além do desenvolvimento da producdo de soro, esse trabalho buscou por
novos componentes tdxicos (proteases) presentes na peconha que possam contribuir para a

toxicidade da peconha.
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2. Justificativa

O escorpionismo € um problema de saude pablica no Brasil, com registros de mais de
70.000 casos de acidentes por ano (SINAN, 2014). O soro antiescorpidnico é recomendado
pelo Ministério da Salde e € utilizado para casos moderados e graves de envenenamento
(Ministério da Saude, 2001). Esse soro é produzido no Brasil, imunizando-se cavalos com
peconha bruta de escorpido. Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento
de técnicas alternativas a imunizacdo de animais e a producdo de soro antiescorpionico.
Devido a alta toxidade da peconha, que afeta a sobrevida dos cavalos imunizados, bem como
ao alto custo de producdo, esse tipo de abordagem deve ser considerada. Além disso, nossa
estratégia visa buscar por novos componentes da peconha com potencial toxicidade, como as
proteases, e produzir antigenos para a geracdo de um soro mais eficaz e direcionado aos

principais componentes tdxicos da peconha de T. serrulatus.
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3. Objetivos

Construir um cassete quimérico de expressao heterdloga para produzir um antigeno

recombinante para a producdo de soro. Analisar a capacidade do soro anti-quimera em

neutralizar os efeitos toxicos da peconha de Tityus serrulatus. Identificar sequéncias de

proteases a partir da biblioteca de cDNA. Caracterizar a acdo proteolitica da peconha como

inferéncia a sua toxicidade.

3.1

Objetivos Especificos

Construir cassetes de expressao quiméricos com as sequéncias baseadas em
toxinas;

Expressar e purificar a construgdo quimérica;

Avaliar a toxicidade da proteina quimérica em camundongos;

Imunizar coelhos utilizando a proteina quimérica e/ou a peconha bruta de T.

serrulatus;

Avaliar a reatividade dos soros anti-quimera produzidos frente a peconha bruta
de T. serrulatus;

Avaliar a capacidade dos soros anti-quimera produzidos em neutralizar os

efeitos tdxicos da peconha de T. serrulatus;
Caracterizar a acao proteolitica da peconha de T. serrulatus;

Identificar através de duas bibliotecas de cDNA as sequéncias relativas a

proteases;

Inferir sobre a toxicidade das proteases encontradas no processo de

egnvenenamento.
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. Material e Métodos

4.1 Animais e linhagens de E.coli utilizadas
Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CETEA (Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal) da UFMG, protocolo 204/2012.

Foram utilizados coelhos da raca Nova Zelandia fémeas (3 a 4 quilos), obtidos na
Fazenda da Escola de Medicina Veterinaria da UFMG (lgarapé — MG).

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c fémeas (20 £ 2 g), obtidos no
centro de bioterismo (Cebio) da UFMG (Belo Horizonte - MG).

Escorpides (Tiyus serrulatus) adultos foram coletados na cidade de Belo Horizonte
(19° 50" 58" S, 43° 57" 15" W).

Linhagens de Escherichia coli:

o XL1Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene).

o BL21 (DE3): FompT, gal hsdSB (rB'mB") dcm lon ADE3 (Novagem).

o SHffle T7 express: fhuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT ahpC gal Aatt::pNEB3-
r1-cDsbC (SpecR, laclq)  AtrxB  sulAll  R(mer-73::miniTnl10--TetS)2
[decm] R(zgh-210::Tn10 -TetS) endA1 Agor A(mcrC-mrr)114::1S10 (New
England Biolabs-NEB)

4.2 Extracdo de peconha de T. serrulatus

As extracdes tiveram intervalos de 14 dias e a peconha foi extraida por estimulacéo

elétrica do tecido muscular adjacente a glandula de peconha, com carga de 20 V. A peconha

de cerca de 200 escorpides foi recolhida e diluida em agua destilada/deionizada, contendo

0,01% de &cido trifluoroacético (TFA). Em seguida, a peconha foi centrifugada a 16.000 x g,

a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante e o precipitado foram separados e armazenados a

temperatura de -20°C até 0 momento do uso.
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4.3 Busca de clones na Biblioteca de cDNA para a
construcdo de cassetes quiméricos

Nosso laboratorio possui uma biblioteca de cDNA da glandula de peconha do
escorpido Tityus serrulatus. Através do sequenciamento dos clones dessa biblioteca, foi

encontrado o cDNA correspondente a varias toxinas (Kalapothakis et al., 2001).

A busca pelo cDNA com a sequéncia nucleotidica de toxinas nessa biblioteca foi
previamente realizada pelo nosso grupo (Alvarenga et al., 2012).

4.4 Vetores plasmidiais utilizados

Para este trabalho, foram utilizados dois vetores distintos: pGEM-T-Easy e pET26b

(Vide mapa em Anexos ).

O vetor de clonagem pGEM-T-Easy foi selecionado por ser designado a clonagem de
produtos de PCR que possuam em suas extremidades uma adenina, que gera uma extremidade
coesiva. Possui resisténcia ao antibiético Ampicilina e outro marcador de selecdo é por IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)/X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-
galactopyranoside), que leva a obtengdo de colbnias azuis e brancas, sendo as azuis negativas
para a clonagem e as brancas positivas.

O vetor pET26b possui um amplo sitio maltiplo de clonagem (MCS) e gene de
resisténcia ao antibidtico canamicina. Possui o forte promotor T7, que é capaz de produzir
altos niveis de expressdao da sequéncia clonada posterior a ele. As caracteristicas mais
marcantes sdo a presenca do pelB leader e cauda de histidina como proteinas de fusdo, a
primeira é um peptideo de sinal capaz de enderecar a proteina fusionada a ele ao periplasma
bacteriano, facilitando o processo de purificacdo e a segunda € utilizada na purificacdo de

proteinas por afinidade a ions metalicos.

45 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi preparada como descrito abaixo. O controle negativo se consistiu dos
reagentes sem adicdo de DNA, sendo que 10 ng de DNA plasmidial ou coldnias bacterianas
foram as amostras de interesse. As coldnias bacterianas foram coletadas com auxilio de
ponteiras de micropipetas estéreis para a amplificacdo dos fragmentos de interesse (Saiki et
al., 1988).
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Foram adicionados ao mesmo tubo: 5 pL. de tampédo 1Vb 5x (Phoneutria); 2,5 uL
dNTP’s 1 Mm; 0,2 uL. de Taq DNA polimerase; 5 pMol de cada iniciador (0,3 pL); 16,7 uL

de &gua bidestilada, com volume final de 25 pL.

Foi usado o seguinte programa de termociclagem: 95 °C por 4 minutos; (95 °C por 30
segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por 40 segundos) repetidos por 30 vezes; 72 °C por 5

minutos; 4 °C oo.

4.6 Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose 1,5% ou 0,8% foi preparado com tampao TAE (40 mM Tris-HCI pH
7,5; acido acético 20mM, 1 mM EDTA pH 8,0). A amostra de DNA foi acrescida de tampao
de amostra 10 x (1:10 v:v) (Phoneutria) e aplicado no gel. A eletroforese foi realizada de
acordo com Sambrook et al., (1989).

4.7 Transformacgdo em E. coli

Uma aliquota de 50 uL de bactérias E. coli eletrocompetentes XL1-Blue ou BL20
(DEJ) (Phoneutria) foi descongelada em banho de gelo. Foram adicionados as células 100 ng
de DNA plasmidial, a amostra permaneceu em repouso por 1 minuto em banho de gelo. As
células foram transferidas para uma cubeta de eletroporacdo (Bio-Rad). A cubeta foi entdo
transferida para o eletroporador (Electroporator 2510, Eppendorf) e submetida a uma
voltagem de 1800 mV, com corrente de 25 pF e resisténcia de 200 Q. Imediatamente, foi
adicionado as células 1 mL de meio de cultura SOC (2% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura; 10 mM de NaCl; 2,5% de KCI; 10 mM de MgCl,; 10 mM de MgSOy; 20 mM de D-
glicose). Cuidadosamente, as bactérias foram transferidas para um tubo de 15 mL e incubadas

em repouso por 1 horaa 37°C.

Apoés a incubacdo de uma hora, as células transformadas foram transferidas para o
meio LB-agar (1 % de Peptona; 0,5 % de Extrato de levedura; 1 % de NaCl; 2 % de agar )
com a devida concentracdo de antibidticos. Ao vetor pPGEM-T-Easy resistente & Ampicilina
(Phoneutria), a concentracdo final de antibiotico no meio foi de 100 pg/mL e ao vetor
PET26b, resistente a canamicina (Phoneutria), a concentracdo final de antibiotico no meio foi
de 50 ug/mL. As placas foram incubadas por 16 horas a temperatura de 37° C, para se obter

coldnias recombinantes resistentes ao meio seletivo.
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4.8 Lise alcalina para purificacao plasmidial

Uma coldnia bacteriana isolada foi inoculada em 10 mL de meio LB-caldo (1 % de
peptona; 0,5 % de extrato de levedura; 1 % de NaCl) com antibidtico adequado, que foi

incubado sob agitacdo a 37° C por 16 horas.

Ap0s este periodo a cultura foi centrifugada a 3.000 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em 150 pL de
solugéo | (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA pH 8,0) e
transferido imediatamente para um microtubo de 1,5 mL e agitado com um auxilio de um
vortex (Quimis). A seguir foi adicionado 200 uL de solugdo II (0,2 N de NaOH; 1% de SDS)
e o0 tubo foi agitado por inversdo até que a suspensdo obtivesse uma consisténcia viscosa,
caracterizando a lise celular. Foram adicionados 200 uL de solucdo 111 (300 mM de acetato de
sodio, 11,5% de acido acético glacial) e a suspensdo mantida com leve agitacdo e incubada

em banho de gelo por 10 minutos.

Os microtubos contendo a suspensdo foram centrifugados a 16.000 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo microtubo de 1,5 mL.
Foram adicionadas 0,6 vezes do volume do sobrenadante coletado de isopropanol 100 % e
deixados a temperatura ambiente por 10 minutos. A solucdo foi centrifugada novamente a
16.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 0 DNA plasmidial, precipitado ao
fundo do tubo, foi lavado duas vezes com 0,5 mL de etanol 70%. A seguir, 0 DNA foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido com uma solugdo de TE (10 mM deTris-HCI pH 8,0; 1
mM de EDTA pH 8,0) contendo 10 pg/mL de RNAse e incubada a 37° C por 2 horas
(Sambrook, et. al., 1989).

Apo6s este periodo o DNA plasmidial foi purificado pelo método de Fenol-
Cloroférmio. Foi adicionada a solu¢cdo com o DNA plasmidial um volume de fenol e foi
mantido com forte agitacdo por 2 minutos, em seguida adicionada mais um volume de
cloroférmio e mantido sob agitacdo por 2 minutos. A solucgdo foi centrifugada a 16.000 x g e a
fase superior formada pela solucdo de DNA plasmidial foi transferida para outro tubo. Foi
adicionado um volume de cloroférmio e mantido com agitacdo por 2 minutos e novamente
centrifugada como descrito anteriormente. A fase superior foi novamente recolhida e
precipitada com 10% do volume de acetato de sodio 3 M e 2 volumes de etanol absoluto e
incubadas em banho de gelo por 20 minutos e a seguir centrifugada a 16.000 x g por 10

minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado duas vezes com 0,5 mL de etanol
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70% e deixado secar a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 50 uL de solugdo
TE.

4.9 Purificacdo de DNA a partir de gel de agarose

O procedimento de purificacdo de DNA a partir do gel de Agarose 1,5 % foi realizado

como descrito pelas instrug¢des do kit comercial “Wizard PCR Preps” da Promega.

A banda de interesse foi cortada do gel com auxilio de um bisturi e transferida para um
tudo de 1,5 mL. Foi adicionado 10 pL de “Membrane Binding Solution” para cada 10 mg de
gel. O tubo foi incubado a 55°C e agitado no votex até a completa dissolucédo do gel. O gel
dissolvido foi transferido para uma coluna, provida pelo kit, e centrifugado a 16.000 x g por 1
minuto. O gel que passou na coluna foi descartado e a coluna foi lavada duas vezes com 500
uL de “Membrane Wash Solution” por centrifugagdo a 16.000 x g por 1 minuto. Apés a
lavagem foi adicionado 30 pL de agua ultrapura a 55°C e incubado a temperatura ambiente
por 1 minuto. A coluna foi novamente centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto e o DNA eluido

foi armazenado a -20°C até o uso.

4.10 Sequenciamento de DNA

Para a reacdo de sequenciamento capilar a partir do DNA plasmidial, foram utilizados
200 ng de DNA por reacdo. Os reagentes utilizados fazem parte do kit “Big Dye Terminator
v3.17; as reagdes procederam-se de acordo com as instrucdes do fabricante do kit comercial e
também segundo Sanger et al. (1977). Para o sequenciamento do vetor pGEM-T-Easy, foram
utilizados os iniciadores M13 direto ou reverso. Para o0 sequenciamento do vetor pET26b,

foram utilizados os iniciadores T7 promotor ou T7 terminador (Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores utilizados para o0 sequenciamento

M13 direto 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'
M13 reverso 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

T7 promotor 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
T7 terminador | 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'
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4.11 Digestdo com endonucleases de restricao

Ap0s o sequenciamento, um clone obtido contendo a sequéncia Unica de interesse foi
selecionado para o0 ensaio de restri¢do, assim como o vetor pET26b, utilizando-se as enzimas
Ndel, Ncol e Xhol, (New England Biolabs).

Para cada 1 ug de DNA, foram adicionados 2 uL de tampdo da enzima 10 x, 1 unidade
da enzima (0,1 pL), agua bidestilada para completar o volume final de 20 pL. As amostras
foram incubadas a 37°C por 2 horas. O produto das reagdes de corte referentes aos vetores
pGEM-T-Easy, contendo as sequéncias de interesse e 0 vetor de expressdo pET26b
linearizados, foram aplicados a eletroforese em gel de agarose a 1,5 %. A banda
correspondente as sequéncias de interesse e os vetores linearizados foram purificados do gel,

conforme descrito anteriormente.

412 Ligacao de DNA ao vetor de expressao

Para a ligacdo das sequéncias de interesse ao vetor pET26b, foi realizado protocolo
segundo o fabricante da enzima T4 DNA Ligase (Promega). Foram realizadas seis reacdes de

ligagéo, com variacdo na quantidade de inserto, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Reagdo de ligagcdo de DNA aos vetores de expressao

Reagentes Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6
Vetor (100 ng/pL) 1 uL 1 uL 1 pL 1 uL 1 uL 1 puL
Tampéo 10x 1puL 1 uL 1 pL 1 uL 1 uL 1 uL
T4 DNA Ligase 0,1 uL 0,1 uL 0,1 uL 0,1 uL 0,1 uL 0,1 L
Fragmento de interesse | 0,5 pL 1 uL 2 uL 3uL 4 uL 5uL
Agua q.s.p. 10 pL 7,4 uL 6,9 uL 5,9 uL 4,9 uL 3.9 uL 2,9 uL

Essa reagdo foi realizada com volume final de 10 uL e foi incubada a 4 °C por 16
horas. Em seguida, as reacdes de ligacao foram reunidas em um Gnico tubo e precipitadas com
10% do volume de solucdo de acetato de sddio a 3 M e 2 volumes de etanol absoluto. O
produto de ligacéo precipitado foi ressuspendido em 10 uL de agua bidestilada e, em seguida,

eletrotransformado (5 pL) em E. coli XL1-Blue, como descrito anteriormente.

4.13 Construcao do cassete de expressao quimeérico

Foram escolhidas trés sequéncias distintas de toxinas para a constru¢do da proteina

quimérica. Essas toxinas sdo consideradas importantes componentes da peconha. A Ts3 é a
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sequéncia de uma a-toxina que age em canal para sodio; Tsl ¢ a sequéncia de uma p-toxina
que atua em canal para sodio, a TSNTXP é a sequéncia de uma proteina ndo toxica, porém

imunogénica que possui similaridade as toxinas que atuam em canais para sodio.

A construcdo foi designada ao vetor pET26b. Com base nos sitios de enzimas de
restricdo desse vetor, foram desenhados iniciadores para cada sequéncia para a insercdo de
sitios de restricdo por meio da técnica de PCR. Para tal os iniciadores possuem em suas

extremidades 5’ a sequéncia de reconhecimento de cada enzima de restri¢ao utilizada.

A Ts3 recebeu em suas extremidades 5’ € 3’ os sitios de restri¢do para as enzimas
Ndel e Ncol, respectivamente. Em seguida, a Ts1 recebeu os sitios de restricdo das enzimas
Ncol e Xhol nas por¢des 5’ e 3°, respectivamente. Ja a TsSNTxP recebeu os sitios de restri¢cao

da enzima Xhol em ambas as extremidades .

Apbs a PCR, os produtos de amplificacdo foram ligados individualmente ao vetor
pGEM-T-Easy, conforme instru¢des do fabricante e incubados a 4°C por 16 horas antes da
transformacdo gerando os vetores pGEM-Ts3, pGEM-Tsl e pGEM-TsSNTxP. Apds a
confirmacéo da ligacao dos produtos de PCR ao vetor pPGEM-T-Easy por sequenciamento, foi

realizada a constru¢do do vetor quimérico com 3 sequéncias diferentes.

O vetor pGEM-Ts3 foi digerido pelas enzimas de restricdo Ndel e Ncol. Em seguida,
o fragmento correspondente a Ts3 foi ligado ao vetor pET26b previamente digerido com as
mesmas endonucleases, tornando-se o vetor pET26-Ts3. Com a confirmacdo dessa ligacao
por sequenciamento, o vetor pGEM-Ts1 foi entdo digerido com as endonucleases de restri¢do
Ncol e Xhol e o fragmento correspondente a Ts1 foi ligado ao vetor pET26-Ts3 previamente
digerido com as mesmas endonucleases, formando o vetor pET26-Ts3-Ts1. Por fim, o vetor
pPGEM-TsNTxP foi digerido com a endonuclease de restricdo Xhol e ligado ao vetor pET26-
Ts3-Tsl previamente digerido com a mesma endonuclease, formando o vetor pET26-TsQ3.
Dessa maneira, a sequéncia final obtida da TsQ3 pode ser resumida em: ATG-Ts3-Tsl-
TsNTxP-His.Tag (Figura 5). O fragmento quimérico possui o tamanho de aproximadamente
600 pb.
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Figura 5: Esquema ilustrativo da construgéo do cassete de expressédo TsQ3.
Esquema ilustrativo da construgdo do cassete de expressdo quimérico utilizando-se o vetor pET26b. A seta grande na parte inferior da figura simboliza a regido de clonagem do vetor
pET26b com a dire¢do da expressdo. O cédon “ATG” indica o primeiro aminoacido a ser inserido (metionina) e “FIM” indica o cddon de término. As sequéncias das toxinas contidas
nos vetores pGEM-Ts3, pPGEM-Ts1 e pGEM-TsNTxP foram retiradas do vetor pGEM e inseridas em tandem e na correta fase de leitura apos o codon “ATG” no vetor pET26b. A

proteina quimérica possui ainda uma cauda com 6 histidinas antes do sitio de termino de traducéo.
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4.14 Expressdo em E. coli da TsQ3

Apos a transformacéo do vetor pET26-TsQ3 em BL21 (DE3), uma coldnia isolada da
construcdo, foi coletada, transferida para 10 mL de meio 2xYT suplementado com a
concentracdo de antibidtico adequada e incubada por 16 horas a 37°C, sob agitacdo de 250
rpm. Em seguida, cada cultura foi adicionada a 1 L de meio 2xYT com antibiético e incubada
a 37°C, com agitacdo de 250 rpm, até atingir a densidade Optica (OD) entre 0,4 e 0,6 sob
monitoramento a 600 nm. Ao atingir a OD desejada, foi adicionado a cultura IPTG a
concentracdo final de 0,3 mM. A cultura foi mantida a temperatura ambiente por mais 16

horas, sob agitacdo de 250 rpm.

4.15 Lise celular para purificacdo da Ts3 recombinante

Ap0s a expressao heteréloga, bactérias transformadas com o vetor pET26-TsQ3 foram
lavadas em tampdo A (250 mM NaCl; 10 mM imidazol; 100 mM Hepes pH: 7,5) para

purificacdo em resina de niquel His-Link (Promega).

Apbs a lavagem, as células foram ressuspendidas em 30 mL do tampdo A e
submetidas a sonicacdo (Ultrason Sonifier 450) em banho de gelo por 5 vezes, com pulsos de
30 segundos. Em seguida, foram centrifugadas a 4.000 x g por 1 hora a 4°C, separando-se,

assim, a fracdo soltvel da insoluvel.

As proteinas expressas em pET26-TsQ3 concentraram-se na fracdo insoltvel e foram
lavadas mais 3 vezes com tampdo A. O precipitado final foi ressuspendido em tampdo A
contendo 8 M de ureia (8 M de ureia; 250 mM NaCl; 10 mM imidazol; 100 mM Hepes pH
7,5), sendo solubilizado e submetido a purificacdo utilizando-se resina His-Link contendo

ions de niquel.

4.16 Purificacdo da TsQ3 recombinante

Os corpos de inclusdo solubilizados em tampéo A com ureia foram ligados a 2 mL de
resina His-Link (Promega), sob agitacdo durante 16 horas, em banho de gelo. Apds esse
periodo, a resina foi centrifugada a 4000 xg por 1 minuto e o sobrenadante foi retirado. A
resina foi entdo lavada por 3 vezes com 30 mL de tampdo A com 8 M ureia. Em seguida,

acrescentou-se 30 mL de solucdo de sulfitolise (8 M de ureia; 50 mg/mL de sulfito de sédio;
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25 mg/mL de tiossulfato de sodio; 50 mM de Tris-Hcl pH 9,0) e a resina foi mantida sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por 4 horas. A solugdo de sulfitolise tem a fungdo de

reduzir as cisteinas e assim quebrar as pontes dissulfeto.

A solucéo de sulfitolise foi retirada por centrifugacdo, conforme descrito acima, e a
resina foi lavada 2 vezes com 30 mL de tamp&o A sem ureia. A eluicéo foi realizada com duas
fracOes de 5 mL de tampéo A contendo 500 mM de imidazol e uma fragdo de tampéo A
contendo 8 M de ureia e 500 mM de imidazol. Todas as fracdes foram analisadas por SDS-
PAGE.

As fragdes resultantes contendo a TsQ3 purificada foram dialisadas em 1 L de PBS 1x,
trocado trés vezes. A primeira troca ocorreu ap6s 2 horas e a segunda troca ocorreu com

intervalo de 16 horas.

4.17 Eletroforese SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS-PAGE (Laemmli, 1970) preparado em
placas de vidro com dimens&o de 10,0 x 8,0 x 0.2 cm, com espagadores de 0,75 mm. O gel de
separacgdo era constituido de 15-18% (v/v) de uma solucdo de acrilamida/bisacrilamida 29:1
(p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); 50 mM de persulfato de amonia (PSA) e 0.05
% (viv) de TEMED. O gel de concentracdo era constituido de 4 % (v/v) de
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 0.1% (p/v); (PSA) 50
mM e TEMED 0.025% (v/v). O gel de separacdo era preparado e colocado entre as placas de
vidro, ao se polimerizar era preparado o gel de concentracdo que foi colocado sobre o gel de
separacdo. As amostras foram misturadas ao tampdo de amostra desnaturante 2x para SDS-
PAGE (100 mM de Tris-HCI pH:6,8; 4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de -
mercaptoetanol; 20% de Glicerol) com reducédo e incubadas a 100°C durante 5 minutos e

aplicadas no gel.

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampéo (0,3% Tris-HCI; 1,2% de
glicina e 0,1% de SDS) a 100 V, 24 mA, durante 3 a 4 horas. Apos eletroforese, os géis foram
revelados com a solugdo corante de Comassie Blue (0,25% de Comassie Blue, 45% de
metanol, 9% acido acético glacial) por 45 minutos (25°C) e lavados em solucdo descorante

(45% metanol e 9% &cido acético glacial) até o desaparecimento da coloragéo de fundo.
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4.18 Dosagem de proteinas por Lowry

A quantificacdo de proteinas da peconha bruta de T. serrulatus e das proteinas
recombinantes foi realizada segundo método descrito por Lowry et al. (1951), utilizando o Kit

protein DC (Bio-Rad), com ensaio em placa de 96 pocos.

As amostras, em duplicata, foram aplicadas na placa com volume de 5 pL. A curva
padrdo foi construida com 7 pontos de albumina bovina com concentragdo conhecida (0,2;
0,4;0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mg/mL), como branco foi utilizado agua ultrapura. As amostras a
serem dosadas foram aplicadas em dilui¢bes de 1:2; 1:5 e 1:10. Apos a aplicacdo das amostras
foi adicionado 25 pL de reagente A em cada poco da placa. Em seguida foram adicionados
200 uL de reagente B. A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente por 15

minutos e em seguida a absorbancia foi mensurada a 665 nm.

A curva do padrdo foi feita no programa Excel usando regressao linear, a equacédo da
reta foi utilizada para calcular a concentracdo das amostras. Foram consideradas somente as
absorbancias das diluicdes que se encontrarem dentro do limite minimo e méaximo imposto
pelo padrdo. Equacéo da reta: y = Bx + A Entdo, x =y — A/B. Sendo que y é a absorbancia e o

X € a quantidade de proteina.

4.19 Teste de toxicidade da proteina quimérica

A proteina TsQ3 foi inoculada por via subcutanea em 8 camundongos (Balb/c 20 g £ 2
g) divididos em dois grupos. O primeiro grupo de 4 animais recebeu 500 pg de TsQ3 e o
segundo grupo recebeu 1 mg da mesma. Os camundongos foram observados por 24 horas

caso houvesse apresentacao de efeitos tdxicos oriundos da TsQ3.

4.20 Imunizacgéo dos Coelhos

Para a producdo dos soros, foram utilizadas oito coelhas fémeas divididas em quatro
grupos. A imunizacdo foi realizada com a peconha bruta de Tityus serrulatus (TsP), bem
como com a proteina quimerica TsQ3 expressa pelo vetor pET26-TsQ3. Foram coletados 2
mL de sangue de cada animal para a obtencdo de soro pré-imune antes do inicio das

imunizagoes.

A primeira dose de antigeno (TsQ3 ou TsP) foi aplicada com 1 mL de adjuvante

completo de Freund’s . O antigeno foi emulsificado em adjuvante, em seguida, aplicado via
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subcutanea em quatro pontos no dorso da coelha. Para as doses seguintes, o antigeno foi
aplicado com 1 mL de adjuvante incompleto de Freund’s. Foram realizados dois ciclos de
imunizacdo, com intervalo de 2 meses entre eles. Cada ciclo consistiu em seis doses,
realizadas com intervalos de tempo de 15 dias. Apds 15 dias de cada imunizacdo, foi realizada

a coleta de 2 mL de sangue dos animais para ensaio de ELISA.

Segundo esquema de imunizagdo representado na Tabela 5, em cada ciclo de
imunizacdo, grupo 1 recebeu 6 doses de TsQ3; o grupo 2 recebeu 6 doses de TsP; o grupo 3
recebeu 2 doses de TSQ3 e 4 doses de TsP, nessa ordem e o grupo 4 recebeu 2 doses de TsP e

4 doses de TsQ3, nessa ordem .

Tabela 5: Esquema de um ciclo de imunizacdo das coelhas, com intervalos de 15 dias entre as doses

Antigeno/ug

Grupo/Antigeno | Coelna Dosel Dose2 Dose3 Dose4 Dose5 Dose6

TsQ3/100 TsQ3/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200

1
1-TsQ3 2 TsQ3/100 TsQ3/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200
> _Tsp 3 TsP/100 TsP/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200
4 TsP/100 TsP/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200
3_TsQ3/TsP 5 TsQ3/100 TsQ3/150  TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200
6 TsQ3/100 TsQ3/150  TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200
4_TsPITsQ3 7 TsP/100 TsP/150  TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200

8 TsP/100 TsP/150  TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200

Doses crescentes em pg. Ex.: TsP/100 = dose de 100 pg de TsP.

421 ELISA

A placa de ELISA foi sensibilizada com 100 pL de antigenos diluidos a 5 pg/mL em
tampdo carbonato (15 mM de Na,COj3; 35 mM de NaHCOg; pH da solucdo 9,6) e incubada
por 16 horas a 4°C de acordo com Chavez-Oldrtegui et al. (1991). A placa foi lavada quatro
vezes com solucdo de lavagem para ELISA (0,15 M de NaCl e 0,05% de Tween 20). Em
seguida a placa foi bloqueada com 100 pl de solugdo de bloqueio (2% de caseina em tampao
salina fosfato-PBS) e incubada a 37 °C por 1 hora. Apos 4 lavagens com solucéo de lavagem,
a placa foi incubada a 37°C por 1 hora com soro imune e pré-imune com dilui¢cdes seriadas
em tampdo de incubacéo (0,2% de caseina em PBS e 0,05% de Tween 20). A placa foi lavada
4 vezes com solucdo de lavagem e incubada a 37°C por 1 hora com anticorpo conjugado anti-
IgG de coelho ligado a peroxidase e diluido 1:5.000 em tampé&o de incubacdo. A placa foi
novamente lavada seis vezes e em seguida adicionada 100 pl por pogo de solugdo de substrato
(Kit Fast OPD tablet - Sigma). A placa foi deixada 15 minutos abrigada da luz e a reagéo foi
interrompida com 20 pl por pogo de H,SO4 diluido 1:20. Os valores de absorbancia foram
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determinados no comprimento de onda de 492 nm em leitor de ELISA. Todas as amostras
foram feitas em duplicata.

Os soros foram titulados por essa metodologia com diluicdes seriadas entre 1:100 —
1:102.400. Para efeito comparativo, 0s soros referentes aos primeiros reforcos de antigeno

foram diluidos em 1:400 e comparados com o soro final na mesma diluicéo.

4.22 Western Blot

As amostras proteicas foram submetidas a eletroforese por SDS-PAGE e em seguida
transferidas para membrana de PVDF (0,45 um - Millipore), sob corrente de 100 VV 350 mA
por 2 horas. As proteinas foram entdo submetidas ao reconhecimento do anticorpo primario
como descrito por Guatimosin et. al. (2000). A membrana foi bloqueada por 1h em PBS
contendo 0,3% de Tween 20. A membrana foi lavada trés vezes em PBS contendo 0,05% de
Tween 20 (PBST) e incubadas por uma hora em temperatura ambiente com soro imune de
interesse. A seguir, a membrana foi novamente lavada como anteriormente e adicionou-se o
anticorpo conjugado na diluigdo de 1:2.500 em PBS. A membrana foi incubada por uma hora
a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com 0,05% tween 20 em PBS e duas lavagens
com PBS a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato da peroxidade ligada ao conjugado
contendo 0,5 mg/mL de diaminobenzidine (DAB) e 0,25 mg/mL de 4-cloronaftol, 8% de
metanol e 0,042% de H202 30% (Towbin et. al., 1979).

4.23 Determinacéo da DLs,

Foram utilizados 5 grupos com 10 camundongos Balb/c fémeas com peso de 20 + 2 g.
As doses foram deduzidas levando em consideracédo o fator de diluicdo 1,3. Cada dose possuli
volume de 100 puL de TsP em PBS e foi aplicada por via subcutanea no dorso dos
camundongos. Para o célculo do valor da DLsy 0s valores das doses foram transformados em
logaritmo Logio. O calculo foi realizado pelo programa GraphPad Prism 5, com 0 uso de

regressao linear dose-resposta.

4.24 Soro neutralizacao

Para o ensaio de neutralizacdo, foram realizados 2 ensaios com 4 camundongos por

grupo (total de 8 animais por grupo), fémeas da linhagem Balb/c com peso de 20 + 2 g. Para
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cada animal foi utilizado 100 pL de soro imune com dose variavel de TsP com base no valor
encontrado na DLsp, 0 soro e a pegonha foram incubados a 37°C por 1 hora. Apds incubacao

o soro foi aplicado em via subcutanea e os camundongos foram observados por 24 horas.

4.25 Avaliacdo da atividade proteolitica de TsP

A atividade de acdo proteolitica foi realizada com a utilizagédo de fibrinogénio bovino
(Sigma) como substrato. O ensaio foi realizado com 5 pg de fibrinogénio e 3 pg de TsP em
tampé&o Tris-Hcl (50 mM Tris-HCI pH: 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM ZnSQy; 0,5 mM MgCly;
0,5 mM CaCl,) em volume final de 10 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C. Foi avaliado o
tempo de reacdo por 1, 4 e 16 horas. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 10 pL de

tampé&o de amostra para gel SDS-PAGE e incubada por 5 minutos a 100 °C.

Apo6s a determinacdo do melhor tempo para a clivagem foi realizado ensaio de
inibicdo da atividade proteolitica com inibidores classe-especifico para quatro classes de
proteases, metaloproteases (20 mM de EDTA), serino proteases (2 mM de PMSF), cisteino

proteases (20 UM de E-64) e acido aspartico proteases (20 UM de Pepstatina A).

A avaliacdo de clivagem proteolitica foi realizada pela eletroforese SDS-PAGE 15%.

4.26 ldentificacdo dos sitios de clivagem das proteases da
peconha

A especificidade de clivagem das proteases da peconha de T. serrulatus foi analisada
utilizando uma biblioteca do kit REPLi contendo 3375 peptideos divididos em 512 pogos
(Internally quenched fluorogenic) (Mimotopes). Essa biblioteca foi validada anteriormente
por proteases recombinantes e fluidos bioldgicos complexos. (Thomas et al., 2006; Watson et
al., 2011). Os peptideos funcionam como sondas dpticas que nao emitem fluorescéncia se ndo
forem clivadas, mas se ocorrer clivagem os peptideos emitem fluorescéncia proporcional a
quantidade de peptideos clivados. A biblioteca de peptideos possui a seguinte sequéncia de
configuragdo: MCA-G-G-G-1°-2°-3°-G-G-DPA-K-K, em que MCA corresponde ao 7-
methoxycoumarin-4-acetic acid (fluoréforo) e DPA corresponde ao N°-(2,4-dinitrophenyl)-L-
2,3-diaminopropionic acid (quencher). Na por¢do C-Terminal sdo adicionados 2 residuos de
lisina para o aumento de solubilidade de sequéncias hidrofdbicas. Os aminoacidos marcados
como 1°, 2° e 3° correspondem a residuos variaveis que séo colocados na placa de maneira a

permanecerem misturas equimolares das seguintes combinagdes: A/V, D/E, F/Y, I/L, K/R,
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N/Q, S/T, ou P. Em cada poco das placas da biblioteca de peptideos contém uma mistura
equimolar de até 8 peptideos individuais (5 nM de peptideos por poco). Sdo excluidos da
biblioteca residuos que sdo quimicamente incompativeis (C e M), residuos que interferem na
fluorescéncia (W) ou residuos que raramente sdo encontrados em sitios de clivagem de

proteases (H).

Os peptideos foram dissolvidos em 5 pL de acetonitrila 50%, agitados em agitador de
placas por 1 minuto e em seguida diluidos em 45 pL de tampé&o Tris-HCI (30 mM Tris-HCI,
pH: 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM ZnSQ,; 0,5 mM MgCl; e 0,5 mM CacCl,) e novamente agitado
por mais 1 minuto. A peconha de T. serrulatus foi diluida no mesmo tamp&o para a contracdo
final de 40 pg/mL. Depois da leitura do branco, foi adicionado 50 pL de tampdo com peconha
(2 pg de peconha por pogo). Os dados da cinética enzimatica foram obtidos com o fluorimetro
Varioskan Flash multimode (Thermo Scientific) utilizando dois filtros, 320 nm para excitacdo
e 420 nm para emissdo com leituras realizadas a cada 2 minutos durante 1 hora de ensaio com
temperatura constante de 37°C. Para se alcancar os valores de saturacdo de fluorescéncia e
pontos de clivagem néo especificos, pelas proteases da peconha, as placas foram seladas apds
0 ensaio e incubadas por 48 horas ao abrigo de luz a temperatura ambiente. Os valores de

fluorescéncia foram calculados pela subtragdo da leitura do branco.

4.27 RNA-Seq da glandula de peconha

4.27.1 Extracdo de RNA da glandula de peconha

Foram divididos quatro grupos com 10 escorpides cada. No primeiro grupo, chamado
de GO ndo foi realizado prévia extracdo de peconha. Nos demais grupos, chamados de G2, G4
e G8 houve prévia extracdo de peconha realizada com antecedéncia de 2, 4 e 8 dias

respectivamente a extracdo de RNA.

O telson dos escorpides de cada grupo foi retirado e em seguida macerado com auxilio
de triturador em 500 pL de TRI Reagent (Sigma). A solucdo foi mantida em repouso por 10
minutos e em seguida acrescido 100 pL de cloroférmio (Synth) e homogeneizado, a solucéo
foi centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante aquoso foi recolhido e
transferido para um novo tubo, em seguida 0 RNA foi precipitado com 300 uL de isopropanol
(Synth) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O RNA foi centrifugado por 10

minutos a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C e o precipitado foi lavado com 500 uL de etanol
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80% por duas vezes. O RNA foi seco a temperatura ambiente e em seguida ressuspendido
com 100 pL &gua ultrapura (Phoneutria) e incubado por 30 minutos a 56 °C para a completa
dissolucdo do RNA. A quantificacdo foi realizada com o fluorimetro Qubit 2.0 (Life) e a
analise de qualidade realizada em Nanodrop (Thermo) com base nos valores das razdes das
absorbéncias a 260/280 nm e 260/230 nm, valores de referéncia para ambas as raz0es estdo
entre 1,8 € 2,2.

4.27.2 Construcao da biblioteca para sequenciamento

A primeira biblioteca de cDNA glandula de peconha foi construida por Kalapothakis
et al., (2001) e foi sequenciada com sequenciador automéatico de DNA ABI 3130 (Applied
Biosystems) por Alvarenga et al. (2012).

Para o sequenciamento de nova geracdo as bibliotecas foram construidas utilizando o
kit TruSeq™ RNA Sample Prep Kit v2 Set A (Illumina) de acordo com as instru¢des do

fabricante. Em resumo as bibliotecas foram montadas conforme descrito a seguir:
e Purificacdo do mRNA com beads magnéticas contendo oligo (dT).
e Fragmentagcdo do mRNA purificado.
e Sintese do cDNA, 12 e 22 fita com a enzima Superscript 1.
e Reparo das extremidades para a geracdo extremidades cegas.
e Adenilacdo da ponta 3°.

e Ligacdo dos adaptadores contendo index (sequéncia cédigo para identificacdo
de amostras), As bibliotecas GO, G2, G4 e G8 receberam os index A004, AQ005,
A006 e A0Q7 respectivamente.

e Amplificacdo da biblioteca com base nas sequéncias adaptadoras.
e Purificacdo da biblioteca com beads magnéticas

e Quantificaggo com o kit de qPCR “Library Quantification Kit -

[llumina/Universal” (Kapa).

O kit de quantificacdo utiliza a quimica de Sybr Green e curva padrdo para a
quantificacdo das bibliotecas Illumina. O protocolo fornecido pelo fabricante foi seguido para

a montagem das reacOes e programa de termociclagem. A quantificacdo foi realizada com
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iniciadores especificos aos adaptadores inseridos nas amostras. A curva padrdo contém 5
pontos conhecidos com diluicdo seriada de 1:10 (20 pM; 2 pM; 0,2 pM; 0,02 pM e 0,002
pM). Uma aliquota de cada uma das 4 bibliotecas foi diluida para as concentracfes de
1:1.000; 1:10.000 e 1:100.000 para ser utilizada para a inferéncia da concentracao final da

biblioteca. Todas as amostras e o padrdo foram aplicados em duplicata na placa de 0,1 mL.

A média dos valores encontrados nos trés pontos de diluicdo foi utilizada para a
correcdo do calculo da quantificacdo seguindo a férmula: média do valor de concentracdo X

(452/média do tamanho da biblioteca) x dilui¢éo da biblioteca.

Os valores de concentracdo de cada biblioteca sdo extremamente importantes para o
passo de sequenciamento.

4.27.3 Sequenciamento de nova geracao - MiSeg-Illumina

As bibliotecas quantificadas foram diluidas para a concentracdo de 4 nM. Assim foi
realizado um pool com 10 pL de cada biblioteca e homogeneizado com auxilio de vortex. O
pool de bibliotecas foi desnaturado por 5 minutos com 5 pL do pool e 5 uL de NaOH 0,2 N.
Apos incubacdo foi adicionado a biblioteca desnaturada 990 pL de solugdo HT1 provida no
kit de sequenciamento. A biblioteca desnaturada obtida na concentracdo de 20 pM foi
novamente diluida para a concentracdo de 15 pM com a adi¢do de 250 pL de solucdo HT1 e
750 uL da biblioteca. O pool das bibliotecas desnaturadas na concentragéo de 15 pM (600
pL) foi aplicado no cartucho de sequenciamento.

As bibliotecas foram sequenciadas no sequenciador de nova geracdo MiSeq
(IMlumina). Foi utilizado um cartucho de 600 ciclos com a estratégia de sequenciamento
paired-end com 2 x 300 ciclos. O resultado do sequenciamento gera um arquivo fastq
(arquivo de sequéncia e qualidade de cada base) para cada uma das quatro bibliotecas. Foi
programado para o sequenciador MiSeq remover as sequéncias adaptadoras. Cada fragmento

de DNA sequenciado é chamado de read.

4.27.4 Trimagem das reads

A trimagem de sequéncias em bioinformatica pode ser definida como a retirada de
trechos pré-definidos, como sequéncias adaptadoras, ou que apresentem baixa qualidade. A
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retirada dessas sequéncias das reads diminui a probabilidade de erro o durante o processo de
montagem dos contigs.

O sequenciador MiSeq gera os arquivos fastg que possuem a sequéncia nucleotidica e
um valor de qualidade associado a cada base. O valor de qualidade é baseado no valor de
Phred (Ewing et al., 1998). O valor de Phred (Q) é definido como o logaritmo da
probabilidade de erro de uma base, ou seja, para um valor de Q20, temos a chance de 1 base

errada em 100 bases.

Para o melhor alinhamento das sequéncias, os arquivos fastq gerados no
sequenciamento foram trimados com base no valor de Phred. Todas as bases com valor menor
do que Q20 foram retiradas das reads a partir da extremindade 3, assim como as reads com
tamanho inferior a 40 pb com o auxilio do programa Prinseq lite (Schmieder & Edwards,
2011).

Foi utilizada a seguinte linha de comando:

prinseg-lite.pl -verbose -fastqg -out good ‘-out bad -min len 40 -
trim qual right 20 -trim qual window 100 -trim qual step 1 -trim qual type

min -out format 5

No qual os comandos a seguir significam:

- yprinseg-lite.pl: comando executavel do programa.

-verbose: relatério do andamento do processo.

-fastq: tipo de arquivo de entrada.

-out_good: pasta/nome do arquivo com as sequéncias filtradas.
-out_bad: pasta/nome do arquivo com as sequéncias que ndo passaram pelo filtro.
-min_len: tamanho minimo de 40 bases nas reads filtradas.
-trim_qual_right: retirada das sequéncias a partir da extremidade 3°.
-trim_qual_window: trimagem por uma janela de 100 nucleotideos.
-trim_qual_step: um nucleotideo analisados por vez na janela.
-trim_qual_type: retirada das sequéncias com valor de Q < 20.

-out_format: output com arquivos nos formatos fasta, qual ou fastg.
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Antes e apds a trimagem das sequéncias foi utilizado o programa ‘fastqc’ para gerar
uma analise de qualidade nas sequéncias e assim verificar se a qualidade ap6s a trimagem

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastgc).

Foi utilizada a seguinte linha de comando para esse fim:

fastgc -o ‘pasta onde serd salvo o arquivo de output’ -f fastqg

‘pasta/nome do arquivo a ser analisado’
No qual os comandos a seguir significam:
fastgc: comando para o programa rodar.
-0: pasta onde sera salvo o arquivo de resultado.
-f: tipo de arquivo de entrada. (espaco) pasta/nome do arquivo de entrada.

Apds analise de qualidade dos arquivos de sequéncias foi montada uma tabela com

dados das reads.

4.27.5 Montagem dos contigs

Os clones provenientes da primeira biblioteca de cDNA foram agrupados em contigs

com o programa CodonCode Aligner 4.0.

Apds o sequenciamento das quatro bibliotecas no sequenciador MiSeq (lllumina) as
reads geradas foram montadas com o programa Tinity, que foi desenvolvido para a montagem
de novo de RNA-Seq (Grabherr et al., 2011).

O pacote Trinity monta os contigs com base em trés programas, Inchworm, Chrysalis

e Butterfly:

Inchworm monta o0 RNA-Seq em sequéncias Unicas de transcritos, assim geram um
transcrito completo com a isoforma dominante, mas relata por¢6es Unicas de transcritos, como

um Splicing alternativo.

Chrysalis forma clusters com os contigs montados pelo Inchworm e constroi graficos
de de Bruijn para cada contig. Cada conjunto representa a complexidade transcricional de
cada gene (ou conjuntos de genes que compartilham sequéncias em comum), ou seja, ele

particiona a leitura inicial de Inchworm em graficos distintos.
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Butterfly processa os graficos individuais em paralelo, tragcando caminhos que as reads
ou seus pares estdo dentro do gréfico. Em ultima andlise ele reporta cada splicing alternativo e

isoformas para cada gene.
Foram utilizados os comandos padréo do programa. A linha de comando utilizada foi:

“./Trinity --seqType fg --JM 50G --left Reads Rl.fastg --right
Reads R2Z2.fastqg --CPU 6 -—-normalize by read set —-—-output

output G”.
Trinity: é o comando executavel do programa.
--seq Type: tipo de biblioteca, fa (fasta) ou fq (fastq).
--JM: Quantidade de memoria RAM a ser utilizada na montagem.
--left: Reads paired-end R1.
--right: Reads paired-end R2.
--CPU: numero de nucleos do processador a serem utilizados.

--normalize_by read_set: normaliza a corrida separadamente para cada par de

arquivos fastq, entdo uma normalizacéo final que combina reads individuais normalizadas.

--output: local/nome do arquivo de saida do programa.

4.27.6 Identificacdo dos contigs com similaridade a
proteases

Foram utilizados os dados gerados pelas duas bibliotecas de cDNA da glandula de
peconha de T. serrulatus para a identificagdo de proteases presentes nesse tecido. A biblioteca
de cDNA confeccionada por Kalapothakis et al (2001) foi utilizada inicialmente. As
bibliotecas confeccionadas nesse trabalho foram utilizadas posteriormente para confirmar os

dados alcancados e identificar novas sequéncias.

A identificacdo dos contigs com similaridade a proteases foi realizada com o auxilio
do programa Blastx stand-alone. Foram utilizados os dados da montagem realizada com o
programa Trinity referente a0 RNA-Seq sequenciado no MiSeq. O banco de dados de
proteinas utilizado para a realizacdo do Blastx foi obtido pelo site do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com base em sequéncias de proteinas. Foram utilizados 0s

termos “(((protease) NOT inhibitor) NOT ubiquitin) AND arthropoda[Organism]” para a
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montagem do banco de dados de sequéncias proteicas em formato FASTA. O banco de dados

montado possui 26251 sequéncias.

As sequéncias resultantes da busca de similaridade foram filtradas de acordo com os
parametros: tamanho do alinhamento (alinhamentos maiores do que 100 aminoacidos),
identidade igual ou maior a 70% e a eliminagéo de contigs que alinharam com mais de 1
sequéncia referencia. Dentre as sequéncias redundantes foi mantida a que apresentou maior

similaridade com a sequéncia de referéncia.

4.27.7 Classificacdo das proteases da glandula de peconha

Apds analise de identificacdo, as sequéncias que apresentaram similaridade com
proteases pelo programa Blastx stand-alone, as sequéncias identificadas foram selecionadas e
novamente submetidas a busca de similaridade com o auxilio do programa online Blastx. As
proteases foram classificadas inicialmente em duas categorias: componentes da peconha e
componentes celulares. Apds essa identificacdo inicial as sequéncias foram classificadas e

suas respectivas funcgdes deduzidas de acordo com a similaridade observada.

4.27.8 Identificacdo de dominios e similaridade

As sequéncias identificadas foram analisadas quanto a presenca de peptideo sinal e
propetideo com auxilio dos programas online SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) e Prop 1.0
(Duckert et al., 2004). A identificacdo dos dominios foi realizada no programa online Blastp,
no qual busca sequéncias similares de proteinas no banco de dados. Os dominios de cada
protease foram identificados e suas possiveis funcdes determinadas (Marchler-Bauer et al.,
2011). A massa molecular e o ponto isoelétrico foram identificados pelo programa online

Expasy “Compute pI/Mw tool” (Gasteiger et al., 2005).

Foi realizada a construcdo de uma arvore filogenética para verificacdo da relacdo entre
as sequéncias identificadas. Essas sequéncias foram alinhadas utilizando a ferramenta Clustal
W pelo programa MEGA 5, com base nesse alinhamento foi construida uma arvore utilizando

o algoritmo Neighbor-Joining (Zuckerkandl & Pauling, 1965; Tamura et al., 2011).
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5. Resultados

5.1 Extracdo de peconha de T. serrulatus

A extracdo da peconha por estimulacdo elétrica resultou uma quantidade satisfatoria
de peconha por animal. Nas primeiras extracdes, o rendimento médio foi de 200 g de massa

proteica da peconha por escorpiéo (TsP).

Nas extragOes seguintes, houve uma queda gradativa no rendimento, cerca de 25
mg/mL por extracdo (Figura 6).
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Figura 6: Concentracdo de peconha de Tityus serrulatus obtida de extragdes sucessivas.

Extragbes de peconha bruta de T. serrulatus (TsP) mediante estimulacdo elétrica. Extracdes realizadas com
intervalo de 15 dias. A pegonha de 200 escorpides foi extraida e imediatamente diluida em 500 pL de TFA 0,01%.
A peconha era entdo centrifugrada e a fragdo sollvel dosada pelo método de Lowry. A quantidade de pegonha
obtida apresentou diminuicdo ao longo das extracdes.

5.2 Construcao do cassete de expressao quimérico

5.2.1 PCR para insercao de adaptadores

Depois de realizada a técnica de PCR para a amplificacdo das sequéncias de interesse,
Ts3, Tsl e TSNTXP, foi realizada eletroforese para a verificacdo da qualidade da amplificacdo

de todas as amostras.
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Foi utilizado o mesmo programa de termociclagem para todas as sequéncias. A Ts3
recebeu os sitios para as endonucleases de restricdo Ndel e Ncol; a Ts1 recebeu os sitios para
Ncol e Xhol; enquanto a TSNTXP recebeu apenas o sitio de Xhol em suas extremidades
(Figura 7). As trés sequéncias utilizadas neste trabalho possuem cerca de 200 pb de
comprimento, como visualizado no gel. Todas as trés sequéncias amplificaram muito bem e

foram utilizadas para a ligagéo ao vetor pPGEM-T-Easy.

C1 1 C2 2 C-3 3
MR-pb ‘ '

1000—
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400 h

200 — . Lo ssould
100 —

Figura 7: PCR para amplificagdo das sequéncias Ts3, Tsl e TSNTxP

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, apresentando o produto de amplificacdo das
sequéncias Ts3, Tsl e TsNTxP, utilizando os iniciadores com adaptadores especificos para cada sequéncia. MR -
pb: padrdo de massa molecular relativa de 100 pb; C-1: controle negativo Ts3, todos os reagentes da PCR sem
DNA molde; 1: Amplificacdo da Ts3; C-2: controle negativo Ts1, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 2:
Amplificacdo da Tsl; C-3: controle negativo TSNTxP, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 3:
Amplificacdo da TSNTxP.

5.3 Clonagem de Ts3, Tsl e TsNTxP no vetor pGEM-T-Easy

Com a boa qualidade do produto de amplificacdo, foi realizada a ligacdo dos trés
amplicons individualmente no vetor pGEM-T-Easy. O produto de ligacdo das trés sequéncias
foi entdo transformado na linhagem XL1-Blue de E. coli e 10 colonias individuais e isoladas
foram coletadas para analise de PCR utilizando os iniciadores especificos para cada
sequéncia. Clones positivos possuem o tamanho de 200 pb, enquanto os negativos ndo sdo

capazes de produzir amplificagéo.

As trés sequéncias obtiveram um bom rendimento nesse passo de selegédo, cerca de
90% ou mais de clones positivos em todas as construcfes (Figura 8). Quatro clones de cada

ligacdo foram selecionados para a reacdo de sequenciamento.
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Figura 8: PCR de col6nia dos clones obtidos apos transformacéo da ligacdo das sequéncias Ts3, Tsl e
TSNTxP em pGEM-T-Easy.

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etidio, do produto de ligacéo das trés sequéncias,
utilizando os iniciadores especificos para cada sequéncia. Foram testadas 10 coldnias de cada construgdo. O
controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo com DNA molde do
clone selecionado na biblioteca de cDNA; C-: controle negativo, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-
10: col6nias testadas.

54 Sequenciamento da clonagem das sequéncias Ts3, Tsl e
TSNTXP no vetor pGEM-T-Easy

Dentre os varios clones que foram confirmados positivos pela PCR, quatro de cada

sequéncia, foram submetidos a extracdo plasmidial por lise alcalina e, em seguida,

sequenciados. Os resultados foram analisados de acordo com a qualidade de sequéncia,

correta insercdo dos adaptadores e fase de leitura. Todos os clones referentes as trés

sequéncias apresentaram boa qualidade em todos os parametros e foram submetidos a

digestdo enzimatica para a ligacdo ao vetor pET26b.
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5,5 Construcao do vetor de expressao pET26-TsQ3

5.5.1 Construcao do vetor de expressdo pET26-Ts3

A primeira sequéncia a ser inserida no vetor pET26b foi a Ts3. Apds digestdo
enzimatica com as endonucleases Ndel e Ncol ao vetor pPGEM-Ts3 e ao vetor pET26b, ambos
os plasmideos foram submetidos a eletroforese e a banda referente a Ts3 e ao pET26b

linearizado foram purificadas do gel de agarose e ligadas (Figura 5).

O rendimento da digestdo enzimatica foi satisfatorio para que fosse realizada a ligacdo
ao vetor pET26b. Apos a ligacdo e transformacdo, foram coletadas 22 col6nias e, dentre elas,
2 clones foram identificados positivos através de PCR com os iniciadores da Ts3 (Figura 9).
Ambos os clones foram sequenciados e apresentaram correta orientacdo ao vetor e fase de
leitura. Esse plasmideo obtido foi denominado pET26-Ts3.

200 pb w » : s .

C+ C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

»

Figura 9: PCR de col6nia para a confirmagéo da ligacao entre pET26b e Ts3.

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etidio, do produto de PCR da ligagdo entre pET26b e
Ts3, utilizando os iniciadores para a Ts3. Dentre as 22 coldnias testadas, apenas 2 se mostraram positivas (12 e 14).
O controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo; C-: controle negativo,
todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-22: col6nias testadas.

5.5.2 Construcao do vetor de expressdo pET26-Ts3-Tsl

Utilizando a construcdo pET26-Ts3 e o plasmideo pGEM-Ts1l como base, foram
digeridos com as endonucleases de restricio Ncol e Xhol. Apds a digestdo, ambos 0s
plasmideos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%. As bandas
correspondentes ao vetor pET26-Ts3 e a sequéncia de Ts1 foram purificadas a partir do gel e

submetidas a reagdo de ligacdo, conforme descrito no item 4.13 (Figura 5).

Apos transformacédo do produto de ligacdo, col6nias recombinantes foram coletadas e
testadas por PCR de colbnia, utilizando-se iniciadores especificos para a Tsl. Dentre as 23

col6nias testadas, um clone foi identificado positivo (17) (Figura 10). O clone foi sequenciado

66



Resultados

e apresentou a correta fase de leitura. O vetor foi extraido por lise alcalina e recebeu 0 nome
de pET26-Ts3-Ts1.

200 pb -
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Figura 10: PCR de coldnia para a confirmacédo da liga¢do entre pET26-Ts3 e Ts1.

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etidio, do produto de PCR da ligagdo entre pET26-
Ts3 e Ts1, utilizando-se iniciadores para a Ts1. Dentre as 23 coldnias testadas, apenas 1 se mostrou positiva (17). O
controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo; C-: controle negativo,
todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-23: col6nias testadas.

5.5.3 Construcao do vetor de expressdo pET26-TsQ3

Utilizando a construcdo pET26-Ts3-Tsl e o plasmideo pGEM-TsSNTxP, estes foram
digeridos com a endonuclease de restricdo Xhol. Apds a digestdo, ambos os plasmideos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%. As bandas correspondentes ao vetor
PET26-Ts3-Tsl e a sequéncia de TsSNTxP foram purificados a partir do gel e submetidas a
reacdo de ligacdo, conforme descrito acima (Figura 5).

Apés transformacdo do produto de ligacdo, foram encontradas e testadas apenas 2
colénias por PCR com os iniciadores T7F e T7R, que apresentou um clone positivo. Com o
uso desses iniciadores, o fragmento negativo possui 600 pb e o positivo cerca de 800 pb, uma
vez que a amplificacdo do vetor sem inserto possui 200 pb (Figura 11). O clone positivo foi
sequenciado e mostrou a correta construcdo. Esse vetor recebeu o nome de pET26-TsQ3 (Ts

= T. serrulatus; Q3 = 3 sequéncias distintas em forma de quiméra) (vide sequéncia em anexos

).
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Figura 11: PCR de coldnia para a confirmacao da liga¢do entre pET26-Ts3-Ts1 e TSNTxP.

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etidio, do produto de PCR da ligagao entre pET26-
Ts3-Tsl e TsNTxP, utilizando-se iniciadores T7F e T7R. Dentre as 2 coldnias testadas, apenas uma se mostrou
positiva (2). Devido a distancia entre o sitio de clonagem de cerca de 200 pb, o clone pET26-Ts3-Tsl apresenta
tamanho aproximado de 600 pb, enquanto o clone pET26-TsQ3 apresenta tamanho aproximado de 800 pb. MR -
pb: padrdo de massa molecular relativa de 100 pb; C-: controle negativo, todos os reagentes da PCR sem DNA
molde; 1-2: coldnias testadas.

5.6 Expressao e purificacdo da TsQ3

Para a expressao da TsQ3, o plasmideo pET26-TsQ3 foi transformado na linhagem de
E. coli BL21 (DE3). ApGs periodo de incubacdo pds-inducdo, foi observado um nivel de
expressao alto (Figura 12). A dosagem pelo método de Lowry da TsQ3 purificada mostrou

um rendimento aproximado de 5 mg de por litro de cultura expressa.
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Figura 12: Expressdo da TsQ3 em BL21 (DE3).

Gel de poliacrilamida 18% SDS-PAGE dos produtos de expressdo da TsQ3. Apds indugdo com IPTG, é observado

uma grande banda correspondente a TsQ3 expressa. A banda mais destacada, com cerca de 21 kDa, é a TsQ3 (2).

MR - pb: Padrdo de massa molecular; 1: Extrato bruto da cultura de BL21 (DE3) transformada com pET26-TsQ3

antes da indugdo; 2: Extrato bruto da cultura de BL21 (DE3) transformada com pET26-TsQ3 ap6s 16 horas da

inducdo.

Toda a TsQ3 se encontrou na fracdo insoltvel e foi totalmente solubilizada em tampéao
A para purificacdo em resina de niquel contendo 8 M de uréia. Com isso, 0 sobrenadante
obtido foi incubado e ligado a resina His-Link para a purificacdo da TsQ3 contendo a cauda
de histidinas. A primeira purificacdo ndo foi capaz de ligar toda a TsQ3 expressa, como
observado na canaleta 2 da Figura 13. Assim, o protocolo de purificacdo foi repetido até se
obter toda a TsQ3 contida na amostra. Apds o tratamento de sulfitolise a TsQ3 se apresentou

na forma solvel (22,7 kDa) (Figura 13).

Figura 13: Purificagdo da TsQ3 em resina de niquel His-Link.

Gel de poliacrilamida 18% SDS-PAGE das fragfes da purificacdo da TsQ3 em resina de niquel. Apos a lise, os
corpos de inclusdo resultantes foram ressuspendidos em tampé&o com ureia e submetidos a purificacdo. Nem toda a
TsQ3 presente foi ligada a coluna e, entdo, sucessivos passos com essas amostras foram realizados para a total
purificacdo da TsQ3. MR-kDa: padrdo de massa molecular relativa em kDa; 1: corpos de inclusdo solubilizados;
2: amostra nao ligada a coluna; 3-4: lavagens da resina de niquel; 5-6: Elui¢cGes da TsQ3 com tampéo sem ureia; 7:
Eluicdo com tampéo contendo ureia.
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5.7 Teste de toxicidade da proteina quimérica

Em ambos os grupos de camundongos que receberam a TsQ3 por via subcutinea néo
foram observados sinais de toxicidade causados pela mesma. Assim essa proteina ndo possuli

atividade tdxica, podendo ser utilizada como antigeno para a imunizagédo de coelhos.

5.8 ELISA

Foi realizado o ensaio de ELISA para se averiguar 0 reconhecimento dos soros
produzidos frente & TsP e TsQ3, bem como a titulagdo dos mesmos. A titulacdo dos soros
finais obtidos apresentou alto grau de reconhecimento contra ambos os antigenos (Figura 14).
Esse dado mostra que os soros produzidos possuem anticorpos com capacidade de reconhecer

tanto a TsP quanto a TsQ3.

Os soros obtidos apds as primeiras seis doses e o soro final foram comparados quanto
a geracao de anticorpos na diluicdo de 1:400. A cada dose de reforco aplicada nas coelhas, o
reconhecimento dos soros produzidos contra ambos os antigenos aumentou. Os gréaficos da
Figura 15 mostram que a reatividade é maior nos soros referentes a terceira dose de
imunizacédo de cada grupo. A reatividade obteve um aumento considerado maior nas amostras
de soro colhidas apds os reforcos seguintes, ap6s o término do segundo ciclo de imunizacGes
0S Ssoros apresentaram grau de reconhecimento similar a 6% dose do primeiro ciclo
(considerando a diluicdo testada). Apenas o soro anti-TsQ3 (a-TsQ3) ndo foi capaz de

reconhecer de maneira mais efetiva TsP.
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Figura 14: Titulagdo dos soros produzidos contra TsP e TsQ3.

A placa de ELISA foi sensibilizada com TsQ3 (A) ou TsP (B) (0,5 pg/mL). O grafico mostra os valores de
absorbancia a 492 nm obtidos da titulagdo do soro antipegonha de T. serrulatus nas dilui¢des 1:100 a 1:102400.
Note que os soros produzidos apresentaram grau semelhante de reconhecimento contra ambos os antigenos ligados
a placa. No entanto o soro a-TsP apresentou menor reconhecimento contra a TsQ3 assim como o soro a-TsQ3
mostrou menor reconhecimento contra TsP.
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A) Reconhecimento dos soros contra TsQ3 por doses
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B) Reconhecimento dos soros contra TsP por doses
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Figura 15: Reatividade dos soros a-TsQ3, a-TsP, a-TsQ3/TsP e a-TsP/TsQ3 contra TsQ3 (A) e TsP (B) em
relacdo as doses de imunizagao.

As placas de ELISA foram sensibilizadas com TsQ3 (A) e TsP (B) (0,5 pg/mL). O gréafico mostra os valores de
absorbancia a 492 nm obtidos da titulacdo dos soros a-TsQ3, a-TsP, o -TsQ3/TsP e a -TsP/TsQ3 na diluigdo de
1:400. Nota: Os soros finais correspondem a dois ciclos de imuniza¢do com seis doses por ciclo, sendo que TsP:
peconha bruta de T. serrulatus; TsQ3/TsP (duas doses de TsQ3 seguidas de quatro doses de TsP); TsP/TsQ3 (duas
doses de TsP seguidas de 4 doses de TsQ3).
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5.9 Western Blot

Para o Western Blot, foi utilizado a ultima dose de todos os soros produzidos, (a-
TsQ3, o-TsP, a-TsQ3/TsP e a-TsP/TsQ3). Esse ensaio tem por objetivo verificar o

reconhecimento dos soros produzidos contra os antigenos TsQ3 e TsP.

A banda correspondente a TsQ3 foi bem reconhecida por todos os soros utilizados, o
que indica que h& semelhanca de epitopos entre a proteina recombinante e as toxinas
presentes na peconha de T. serrulatus. Ao mesmo tempo, a banda de aproximadamente 10
kDa de TsP (P) foi bem reconhecida pelo soro a-TsQ3, e em menor grau as bandas de alta
massa da peconha. Os soros produzidos com ambos o0s antigenos reconheceram, bem tanto a
peconha quanto a TsQ3. Observa-se, junto a separacdo eletroforética de TsQ3, ainda uma
banda com massa de aproximadamente 40 kDa, elas podem derivar de um dimero de TsQ3 ou
serem provenientes de proteinas bacterianas de alta massa ricas em residuos de histidina
(Figura 16).

k?sa DS-PAGE a-TsQ3 o-TsP a-TsQ3/TsP o-TsP/TsQ3

50
37

" "
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Figura 16: Western Blot com os soros imunes produzidos.

Western Blot resultante da transferéncia de um gel SDS-PAGE 15 % a uma membrana de PVDF. As amostras de
padrdo de massa molecular (M), TsP (P) e TsQ3 (Q) foram aplicadas no gel de SDS-PAGE. O gel foi cortado e
uma parte foi corada com Coomassie blue e as outras submetidas a transferéncia para a membrana de PVDF. E
possivel visualizar no gel (& esquerda), na eletroforese de pegonha de T. serrulatus (P), uma banda difusa com
massa de aproximadamente 10 kDa, referente as toxinas principais da peconha, e algumas bandas de alta massa
molecular, relativas a outros componentes da peconha. Nas membranas (& direita), os soros produzidos, com
capacidade de reconhecer a TsP (P) e também a TsQ3 (Q), que possui massa molecular de 22,7 kDa e a banda de
alta massa observadas, (aproximadamente 40 kDa).

5.10 Soro-neutralizacao

Os quatro soros imunes produzidos foram capazes de gerar neutralizagdo contra TsP
(Tabela 6). O soro a-TsP utilizado como controle, foi capaz de neutralizar até 2 DLsy por 100
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puL de soro, os camundongos que receberam esse soro ndao apresentaram nenhum sintoma
associado ao envenenamento por TsP. O soro pré-imune foi utilizado como controle negativo
desse ensaio e ndo apresentou capacidade protetora. Os soros a-TsQ3/TsP ¢ a-TsP/TsQ3
apresentaram capacidade de neutralizacao parcial contra 2 DLs,. Esses soros protegeram 75%
e 62,5%, respectivamente. Os camundongos que receberam 0s soros desses grupos
apresentaram sintomas de envenenamento mais brandos do que os animais que receberam o
soro pré-imune. Ja o soro a-TsQ3 apresentou capacidade de neutralizacdo parcial de TsP.
Esse soro foi capaz de proteger 1 DLsy de TsP e protege parcialmente contra 1,5 DLsg
(37,5%), os animais que receberam esse soro também apresentaram sintomas parciais do

envenenamento.

Tabela 6: Soro neutralizacdo com 0s soros imunes produzidos. Sobrevivéncia (n/%) por grupo.

Dose Soro imune (100 ul)
DLsg ug de TsP a-TsQ3 a-TsP a-TsQ3/TsP  a-TsP/TsQ3 Pré-Imune
1 22,28 8/100% 8/100% 8/100% 8/100% 4/50%
1,5 33,42 3/37,5% 8/100% 8/100% 8/100% 0/0%
2 44,56 - 8/100% 6/75% 5/62,5% -

5.11 Avaliacdo da atividade proteolitica de TsP

O ensaio de digestdo com a pegonha bruta apresentou clivagem das cadeias ae 3 do
fibrinogénio. A TsP foi capaz de clivar parcialmente a cadeia o em 1 hora, clivou totalmente a
cadeia o e parcialmente a 3 em 4 horas e clivou totalmente as cadeias o e 3 em 16 horas de
digestdo (Figura 17 A), mostrando que a peconha de T. serrulatus possui atividade

fibrinogenolitica.

No ensaio de inibidores de proteases classe especifico, a TsP foi incubada com
fibrinogénio por 16 horas. Os inibidores EDTA (Metalloproteases), PMSF (Serino proteases),
E-64 (Cisteino proteases) e Pepstatina A (Aspartico proteases) foram acrescidos ao veneno
antes da incubacdo com o substrato. Apenas 0 EDTA foi capaz de inibir parcialmente o efeito
de digestdo proteolitica causado pela peconha, sugerindo que a peconha de T. serrulatus
aparenta possuir predominantemente a classe das metaloproteases (Figura 17 B). N&o foram
testados outros substratos para avaliar a especificidade das proteases, porém outros trabalhos
com a peconha de T. serrulatus ja utilizaram substratos como gelatina, VAMP-2 e VAMP-8 e
fluorescence resonance energy transfer (FRET) substrate peptide Abz-FLRRV-EDD-np,
sendo relatada atividade proteolitica (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venancio et
al., 2013).
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Figura 17: Ensaio de clivagem do fibrinogénio por TsP.

Eletroforese SDS-PAGE em gel de 15%. A avaliagdo da clivagem proteolitica foi inferida pela visualizacdo da
degradacdo das cadeias o e B do fibrinogénio. A) Foi realizado o ensaio por tempo de incubacdo. M) Marcador de
massa molecular, a massa dos marcadores estd designada na figura. 1) 2 ug de TsP; 2) 3 pg de TsP; 3) 5 pg de
fibrinogénio, as setas indicam as cadeias o (63.5 kDa), B (56 kDa), and y (47 kDa); 4-6) 5 ug de fibrinogénio
digeridos por 3 pg de TsP durantes 1, 4 e 16 horas respectivamente. A banda difusa com baixa massa molecular
corresponde as neurotoxinas de TsP, no entanto a quantidade de pegonha aplicada no ensaio ndo permite a
visualizagdo dos componentes de alta massa molecular de TsP. B) Inibi¢do da atividade proteolitica de TsP por
inibidores de protease classe-especificos. 3 pg deTsP foi incubado por 16 horas com 5 pg de fibrinogénio
juntamente com um inibidor classe-especifico de protease. 1) 3 pg de TsP; 2) 5 ug de fibrinogénio, as setas indicam
as cadeias a (63.5 kDa), B (56 kDa), and y (47 kDa); 3-7) incubagdo de 3 pg de TsP e 5 pg de fibrinogénio; 3)
controle positivo, sem inibidor; 4) 10 mM de EDTA,; 5) 2 mM de PMSF; 6) 20 uM de E-64; 7) 20 uM de pepstatina
A.

5.12 ldentificacdo dos sitios de clivagem das proteases de TsP

A reacdo de cinética enzimatica para identificacdo dos sitios de clivagem das proteases
presentes na peconha de T. serrulatus identificou apenas seis poc¢os que apresentaram
75



Resultados

aumento de fluorescéncia ap6s incubacdo de uma hora com TsP (Figura 18). Esses seis po¢os
denominados de 10, 74, 202, 266, 330 e 394 (Referencia do prdprio kit) apresentam
obrigatoriamente os aminoacidos Lisina e Arginina nas 2% e 3% posi¢cdes. J& 0 primeiro
aminoacido presente na sequéncia foi variavel, podendo ser dividido em relacdo a intensidade
de fluorescéncia final de cada poco em alta e baixa. Os pogos que apresentaram sinal de
fluorescéncia alta possuem aminoécidos hidrofébicos de cadeia curta (A, V, P) pocos 10 e
330, residuos basicos (K, R) poco 74 ou residuos polares neutros (N, Q) po¢o 202. Os pocos
que apresentaram sinal de fluorescéncia baixa possuem os residuos hidrofébicos de cadeia

longa (I, L) poco 266 ou os residuos polares neutros (S, T) poco 394.

Além dos peptideos identificados durante o ensaio de cinética proteolitica, outros 20
pocos apresentaram aumento de fluorescéncia apds incubacdo por 48 horas. Nesse caso 0S
peptideos presentes nos pocos apresentam maior variacdo em relacdo ao seu carater quimico.
O aminodcido que ocupa a primeira posi¢do da trinca apresentou maior diversidade de
composicdo em relacdo aos demais componentes da trinca. Os residuos predominantes
encontrados na primeira posicao foram I/L, K/R, N/Q com 74% do total de residuos para essa
posicdo. Ja a segunda e terceira posi¢cGes apresentaram menor variacdo na composicdo de
residuos, sendo predominante a presencga de K ou R com 53% e 37% respectivamente (Figura
18 B). Foi observado que a clivagem proteolitica ocorreu preferencialmente proxima a
residuos basicos, sendo que os aminoacidos K/R estavam presentes em 79% dos peptideos
presentes em po¢os que apresentaram clivagem secundaria. Os residuos de aminoacidos
encontrados nos sitios ndo especificos de clivagem das proteases de T. serrulatus corroboram
com os dados encontrados no ensaio de cinética, no qual o 2° e 3° aminoacido da trinca eram
obrigatoriamente K ou R, mostrando que essas proteases tem preferéncia de clivagem

préximo a residuos basicos.
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Figura 18: Sitios primarios e secundarios de clivagem pelas proteases de TsP.

A especificidade dos sitios de clivagem das proteases da peconha de T. serrulatus foi testado com o kit REPLi. A)
O ensaio de cinética de clivagem apresenta os seis pogos em que foi observada clivagem efetiva em uma hora de
ensaio. Os aminoacidos localizados nas 22 e 32 posi¢des para todos os pocos reativos foram K ou R, no entanto a 12
posicdo apresentou maior variagdo de composicdo. B) ldentificacdo dos sitios de clivagem secundéarios com
incubacdo por 48 horas. Os graficos apresentam a proporcéo relativa de cada aminoacido em relagéo a sua posigdo
dentro da trinca de peptideos testados.

5.13 RNA-Seq da glandula de peconha

5.13.1 Extracdo do RNA da glandula de peconha

O RNA total extraido de cada um dos quatro grupos experimentais apresentou bom

rendimento e grau de pureza conforme descrito na Tabela 7.
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Tabela 7: Concentracédo e grau de pureza do RNA extraido.

Biblioteca Concentracao Razéao Razio
ng/pL 260/280  260/230

GO 650 2,07 210

G4 580 2,11 200

G8 830 2,11 1,07

As amostras de RNA das bibliotecas ainda apresentam boa qualidade sem sinais
marcantes de degradacdo. A analise de qualidade foi inferida através de um gel de agarose 1,5
%, no qual foram aplicadas as amostras de cada um dos quatro grupos. Além disso, foi
aplicado no gel amostras que ndo foram ligadas as beads-Oligo(dt) magnéticas durante o

processo de purificacdo do mRNA (Figura 19).
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Figura 19: Gel de agarose 2 % das amostras de RNA da glandula de pegonha de T. serrulatus.

Eletroforese em agarose apresentando a qualidade do RNA total extraido a partir de quatro grupos (10 escorpides
por grupo) submetidos a diferentes tempos de extragéo de pegonha previamente a extracdo de RNA. Os grupos séo
sinalizados por GO, G2, G4 e G8, o nimero corresponde ao intervalo entre extracdo de peconha e extracdo de RNA
total. No grupo GO ndo ouve extracdo de peconha prévia. (1) amostra de RNA néo purificada. (2) amostra de RNA
que ndo se ligou as beads-Oligo(dt).

5.13.2 Construcao da biblioteca e sequenciamento de nova
geragao

A primeira biblioteca de cDNA glandula de peconha foi montada por Kalapothakis et
al., (2001) e foi sequenciada com sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (Applied
Biosystems) por Alvarenga et al. (2012).

As quatro bibliotecas foram construidas conforme instru¢des do kit “TruSeq sample
prep” (Illumina). A partir de 1 pg de RNA total apresentaram boa qualidade e concentragao

satisfatoria para serem sequenciados no MiSeq llumina. As bibliotecas apresentaram
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concentracdo média de 180 nM (concentracdo de fragmentos da biblioteca de cDNA) sendo

posteriormente diluidas para 15 pM para serem utilizadas no sequenciamento.

O sequenciamento apresentou um rendimento total de 16,7 gb de dados, com
30.280.186 de reads paired-end (cada read é formada pela sequéncia R1 e R2), destas
27.150.888 (98,49%) passaram pelo filtro de qualidade do préprio sequenciador. Mais de 75%
das reads geradas apresentam Otima qualidade com valor de qualidade de Phred
(probabilidade de erro na sequéncia) maior que Q30. Os 200 primeiros nucleotideos de cada
read apresentaram melhor qualidade em ambas as leituras R1 e R2 (direta e reversa,

respectivamente).

As bibliotecas apresentaram distribuigdo das sequéncias homogénea, sendo que GO,
G2, G4 e G8 apresentaram respectivamente 25,87%, 25,00%, 25,76% e 21,86% das reads

totais do sequenciamento.

5.13.3 Trimagem das sequéncias

Devido a boa qualidade do sequenciamento 23,19 % de bases sequenciadas foram
excluidas das reads finais (Tabela 8). As bases excluidas dessas reads se localizaram
principalmente nos arquivos de R2 (sequenciamento reverso) apds a base de posi¢do 200 de
cada read. Ao todo foram eliminadas 10,05% de todas as reads sequenciadas, dentre elas
estdo as reads com tamanho inferior a 40 pb e sequéncias que ndo possuem qualidade superior
a Q20 em toda a extenséo da read (Figura 20).

Tabela 8: Reads geradas pelo sequenciamento antes e ap6s trimagem por tamanho e qualidade.

Arquivo Antes da trimagem Depois da trimagem % gje reads % (_Jle bases
Reads Bases Reads Bases trimadas trimadas
GO_R1 | 7.131.997 1.477.970.544 6.682.312 1.265.111.149 6,31 14,40
GO_R2 | 7.131.997 1.502.817.404 6.173.675 1.037.721.024 13,44 30,95
G2_R1 | 6.891.084 1.471.119.761 6.480.974 1.267.528.772 5,95 13,84
G2_R2 | 6.891.084 1.493.261.064 5.971.725 1.035.180.040 13,34 30,68
G4 _R1 | 7.100.936 1.587.488.569 6.674.057 1.356.792.885 6,01 14,53
G4 _R2 | 7.100.936 1.611.999.227 6.040.475 1.066.201.716 14,93 33,86
G8_R1 | 6.026.871 1.315.686.837 5.656.557 1.127.129.933 6,14 14,33
G8_R2 | 6.026.871 1.334.395.380 5.163.679  903.577.233 14,32 32,29
Total |54.301.776 11.794.738.786 48.843.454 9.059.242.752 10,05 23,19
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Valores de qualidade ao longo das reads

A) G0_R1 antes da trimagem B) GO_R1 depois da trimagem
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Figura 20: Valores de qualidade Q de Phred por base ao longo das reads.

Apos o sequenciamento as bibliotecas foram analisadas quanto a qualidade das reads pelo programa FastQC. Os
graficos apresentados mostram o valor médio de qualidade das bases ao longo das reads. A) Andlise de qualidade
realizada apds o sequenciamento para a biblioteca GO_R1. B) Andlise de qualidade realizada apés a trimagem dos
dados para a biblioteca GO_R1. E notada que apenas as bases no fim das reads apresentam menor qualidade, apds a
trimagem nenhuma base apresenta valor Q de Phred menor que Q20 (indicado na figura pelas chaves).

5.13.4 Montagem dos contigs

As sequéncias geradas pela biblioteca produzida por Kalapothakis et al. (2001) foram
identificadas por Alvarenga et al. (2012). Os clones identificados nesse trabalho com
similaridades a proteases foram sequenciados novamente para se obter a sequéncia completa.
Apbds o sequenciamento as sequéncias foram agrupadas em contigs pelo programa
CodonCode Aligner 4.0. O consenso obtido foi utilizado para identificacdo e classificacdo das
sequéncias. Assim, apenas os clones previamente classificados como proteases foram
utilizados, sendo 36 clones com similaridade a proteases nessa biblioteca. Esses clones foram

agrupados em 10 sequéncias unicas (5 contigs e 5 singles).

As reads geradas pelo sequenciamento no MiSeq foram montadas em contigs pelo
programa Trinity. Em média cada biblioteca apresentou 70.000 contigs. Esse nimero grande
de contigs encontrado nessa montagem pode ser devido a presenca de varias isoformas e
genes com splicing alternativo, fazendo com que um unico locus possa ser representado varias
vezes. Como exemplo, o contig nomeado ¢11972 g1 il7 da biblioteca G2 apresentou 17
isoformas ou splicing alternativo, demostrando a alta sensibilidade desse programa para a

montagem de sequéncias de RNA-Seq.
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5.13.5 Identificacdo dos contigs com similaridades a
proteases

Com base nas sequéncias identificadas por Alvarenga et al. (2012), dentre os 1629
clones sequenciados 36 apresentaram similaridades com proteases, totalizando 2,2 % da
biblioteca. Assim esses diferentes clones foram agrupados em 10 sequéncias unicas. Esses
contigs foram identificados com a ferramenta Blastx contra o banco de dados de proteinas ndo
redundante. Todas essas sequéncias pertencem a classe das metaloproteases dependentes de
zinco. Essas proteases foram denominadas de MetalloSerrulases (TsMS) e receberam um
numero. As TsMS’s 1-9 foram classificadas como pertencentes a familia Metzincim enquanto
a TsMS 10 pertence a familia Gluzincin de metaloproteases dependentes de zinco (Carmo et
al., 2014). Ap6s os resultados com o sequenciamento de nova geracao, foram identificadas as

sequéncias completas de todas as TSMS.

Os contigs obtidos pelo programa Trinity foram avaliados quanto a sua similaridade
por sequéncias relativas a proteases de artropodes com o auxilio do programa BLASTX-
Standalone. Devido a grande quantidade de contigs que apresentaram similaridade foi
realizada uma filtragem dos dados. O primeiro filtro foi o tamanho do alinhamento, no qual
alinhamentos menores do que 100 aminoacidos foram descartados. Apos isso, foi utilizado o
filtro de similaridade, no qual contigs com menos de 70% de similaridade também foram
excluidos da andlise. O ultimo filtro foi a retirada de contigs com resultados duplicados, se

mantendo sempre 0s contigs que apresentaram maior valor de similaridade.

Assim, foram identificados nas quatro bibliotecas 57 contigs com similaridade a
proteases. No entanto, devido a sensibilidade do programa Trinity na montagem dos dados,
foram identificados contigs contendo sequéncias idénticas, ou com mutagdes nas regides 3’ e

5> UTR. Por esse motivo, 34 sequéncias unicas foram identificadas dentre as 57 iniciais.

Esses contigs foram submetidos novamente a analise de similaridade com o programa
online Blastx contra o banco de dados ndo redundante. Todos os contigs submetidos a essa
analise apresentaram similaridade a alguma protease descrita. Dessas proteases identificadas,
12 apresentam similaridade com proteases potencialmente presentes na peconha (Tabela 9)
(Anexo II). Foram identificadas as 10 sequéncias de metalloserrulases descritas por Carmo et
al. (2014), uma sequéncia com similaridade a serino proteases, € uma nova metaloprotease
nomeada de TsMS 11 similar as proteases ADAM 17. A serino protease encontrada possui

dominio similar a Tripsina-like proteases, recebendo o nome de TsSP 1 (T. serrulatus serino
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protease 1), porém essa sequéncia ndo foi encontrada de maneira completa, faltando uma

parte de seu N-terminal.

As outras 22 proteases identificadas no RNA-Seq sequenciado no MiSeq possuem
similaridade a proteases que participam do metabolismo celular, como degradacdo de
proteinas no citoplasma, metabolismo de divisdo celular, e componentes vesiculares. Foi
identificada uma metaloprotease similar a de matriz extracelular. Cinco subunidades do
complexo proteossémico 26S, (subunidades 4, 6A, 6B, 7 e 8), esse complexo completo possuli
cerca de 2 a 5 MDa. Uma cisteino protease identificada como ‘Cathepsin L-like cysteine
peptidase 3> (HG710156.1), ja descrita para essa espécie e com sequéncia disponivel no
GenBank. Trés serino proteases que também j& haviam sido descritas com sequéncia
disponivel ‘CUB and LDL domains-containing trypsin-like serine peptidase 1, 2 ¢ 3’
(HG710166.1, HG710167.1 e HG710168.1 respectivamente). Trés proteases com
similaridades a furinas, (proteases com funcdo de processamento pés transcricional), duas
Kyphoscoliosis peptidases, que atuam durante a divisdo celular, duas proteases da familia
Lon, sendo uma delas predita para a localizacdo no peroxossomo. Além dessas, foram
identificadas uma metalloprotease, uma Clp protease, uma peptidase caseinolitica, uma

catepsina e uma subunidade de uma protease Clp.

As proteases que sdo preditas como pertencentes ao metabolismo celular ndo seréo

descritas nesse trabalho.

Tabela 9:1dentificacdo das proteases presentes na peconha e numero de acesso ao GenBank.

Nomeacédo da Protease N° de acesso GenBank
Metalloserrulase 1(TsMS 1) KM115016
Metalloserrulase 2 (TsMS 2) KM115017
Metalloserrulase 3 (TsSMS 3) KM115018
Metalloserrulase 4 (TSMS 4) KM115019
Metalloserrulase 5 (TsSMS 5) KM115020
Metalloserrulase 6 (TSMS 6) KM115021
Metalloserrulase 7 (TSMS 7) KM115022
Metalloserrulase 8 (TsSMS 8) KM115023
Metalloserrulase 9 (TsSMS 9) KM115024

Metalloserrulase 10 (TsMS 10) KM115025

Metalloserrulase 11 (TsMS 11) -

Ts Serine proease 1 (TsSP 1) -
Total 12
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5.13.6 Identificacdo de dominios e similaridadade

As sequéncias proteicas de todas as bibliotecas com identidade a proteases foram
submetidas aos programas SignalP 4.1, ProP 1.0 e BlastP para a identificacdo de peptideo

sinal, propeptideo e dominios.

Todas as TsMS’s encontradas nas bibliotecas de NGS apresentaram em suas
sequéncias proteicas as regides de peptideo sinal e propeptideo. As TsMS’s 1-9 apresentam
maior similaridade entre si por se tratarem de proteases pertencentes a mesma familia (Figura
21).

As TsMS 1-9 apresentaram a regido conservada H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H-D que
inclui o sitio ativo e o sitio de ligacdo ao Zn, indicando que essas proteases pertencem a classe
das metaloproteases. Ap6s 0 primeiro residuo de histidina do sitio ativo é encontrado um
residuo conservado de metionina a cerca de 25-35 aminoacidos. Essa metionina esta
localizada em um alca hidrofébica que direciona esse residuo ao sitio catalitico. A presenca
desse aminoacido auxilia na estabilizacdo do d&tomo de Zn no sitio ativo, sendo comumente
encontrada dentro da familia de metaloproteases Metzincin (Bode et al., 1993; Hooper, 1994;
Seals & Courtneidge, 2003). O sitio catalitico descrito acima apresenta um residuo de glicina
conservado, no entanto a TsMS 3 possui uma substituicdo desse residuo por uma alanina
(posicdo 354, Figura 21), que provavelmente ndo deve apresentar influéncia significativa em
sua funcdo catalitica.

A protease TsMS 10 apresenta um sitio catalitico diferente das demais TsMS’s. Esse
sitio é descontinuo (N-A/V-x-x-H-E-x-x-H/E-x-x-X-D/Y-A/H-x-X-X-X-X-R), indicando que a
conformacao tridimensional é extremamente importante para a estabilizacdo do &tomo de Zn e
funcdo dessa enzima. De acordo com o alinhamento realizado com o programa Blastp essa
enzima possui alta similaridade as proteases pertencentes a familia Gluzincin (Rawlings &
Barrett, 1995; Fernandez et al., 2001).
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Figura 21: Alinhamento entre as sequéncias proteicas das TsMS 1-9.

Alinhamento exibindo a similaridade entre as sequéncias das TsMS 1-9. A cor azul mais forte simboliza maior
conservagdo das sequéncias. A linha horizontal amarela simboliza o peptideo sinal. A linha horizontal rosa
simboliza o propeptideo. Os oito residuos de cisteinas, que possivelmente formam quatro pontes dissulfeto, estdo
marcados de vermelho. O sitio ativo formado pelo dominio H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H-D esta marcado em verde.
O residuo de metionina localizado na alga hidrofobica que ajuda a estabilizar o &tomo de Zn esta marcado de preto.
A sequéncia consenso entre essas proteses esta marcada abaixo.

84



Resultados

A protease TsMS 11 (Anexos Il) foi identificada apenas no sequenciamento de nova
geracgdo. Essa protease apresenta 0 mesmo sitio catalitico que as TsMS 1-9, H-E-X-X-H-X-X-
G-X-X-H-D, o residuo de metionina na posicao 29 ap6s a primeira histidina do sitio catalitico
(Bode et al., 1993; Hooper, 1994; Seals & Courtneidge, 2003). Além do mesmo dominio
catalitico essa protease apresenta peptideo sinal e propetideo antecessor ao dominio
proteolitico. Diferente das outras TsMS’s, a TsMS 11 apresenta mais dois dominios apds o
sitio catalitico. O dominio de desintegrina tem funcdo relatada de impedir a ligacdo, nos
receptores de integrina, de seus ligantes, contribuindo para processos anticoagulantes
descritos para peconhas de serpentes (Calvete, 2013). Essa metalloserrulase também possui 0
dominio de membrana proximal, posterior ao dominio de desintegrina, que faz com que essa
protease possa se ancorar na membrana celular para exercer sua funcdo. Essa configuracéao
molecular € encontrada nas proteases da familia ADAM (A Desintegrin And
Metalloprotease). Essas proteases se localizam na membrana celular e desempenham varios

processos (Calvete, 2013).

A serino protease encontrada, nomeada de TsSP 1 (Anexos IlI) foi identificada como
pertencente a familia das tripsinas-like. Essas proteases sdo bem descritas e relacionadas a
varios processos bioldgicos, com preferéncia por clivar sitios formados por residuos basicos
(Rypniewski et al., 1994; Perona & Craik, 1995)

As demais proteases que foram identificadas nas quatro bibliotecas pelo
sequenciamento de nova geracao, sdo preditas como componentes de metabolismo celular e
extracelular do tecido da glandula de pegconha de T. serrulatus. Como o objetivo desse
trabalho foi a busca por novos componentes da pegonha desse escorpido, essas novas

sequéncias ndo foram caracterizadas a um nivel elevado.

As sequéncias de cDNA correspondentes a possiveis proteases da peconha de T.
serrulatus identificadas nesse trabalho foram alinhadas com o auxilio do programa MEGA 5

para inferéncia de suas relacdes filogenéticas.

O ponto isoelétrico e a massa molecular das proteases identificadas nesse trabalho foi
averiguado com a ferramenta “Compute pI/Mw” do servidor Expasy. Os valores encontrados
para as proteinas completas e maduras estdo na Tabela 10. Todas as proteases apresentam
carater acido, com ponto isoelétrico menor que 7, com excecdo a TSMS 11 que possui esse
parametro levemente basico. As TsMS 1-9 apresentam massa molecular em média de 26 kDa,

na forma madura, ja as TsMS 10-11 apresentam massa maior, com cerca de 56 e 68 kDa
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respectivamente. Como ndo foi encontrada a sequéncia completa da TsSP 1, ndo é possivel a

identificacdo do correto ponto isoelétrico e massa molecular dessa protease.

Tabela 10: Ponto isoelétrico e massa molecular das proteases da peconha de T. serrulatus.

Protease Completa Madura
P.1. M.R. P.l. M.R.

TsMS 1 5,34 42960,9 4,88 25637,95
TsMS 2 5,26 44054,58 5,42 25640,19
TsMS 3 5,68 45048,4 5,47 25921,84
TsMS 4 7,03 44148,57 5,18 25671,11
TsMS 5 5,14 45217,53 5,27 26237,83
TsMS 6 52 45481,76 511 26475,05
TsMS 7 4,94 46107,02 4,85 27570,07
TsMS 8 5,12 47959,72 5,18 27530,66
TsMS 9 4,9 44316,84 4,78 25808,87
TsMS 10 5,33 97836,73 4,87 55940,23
TsMS 11 7,47 92436,48 7,5 68168,05
TsSP 1 - - 4,69 39154,79

P.1. Ponto Isoelétrico; M.M. Massa Relativa.

A arvore filogenética formada pelas proteases presentes na peconha de T. serrulatus

apresentou coesao entre as TsMS 1-9. Com maior distanciamento das demais. Por se tratar de

outra classe de proteases a TsSP 1 ficou agrupada como grupo externo no cladograma (Figura

22).
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Figura 22: Arvore filogenética com as sequéncias das proteases presentes da peconha de T. serrulatus.

Arvore filogenética apresentando as relacbes de similaridade entre as sequencias das proteases presentes na
peconha de T. serrulatus. As proteases TsSMS 11, TsMS 10 e TsSP 1 se localizam mais externamente ao grupo, pois
essas proteases estdo presentes em outras classes de proteases, metaloproteases ADAM 17, Gluzincin e serino
protease Tripsina-like respectivamente.
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6. Discussao

O estudo de peconhas animais teve inicio ha muitos anos, e o primeiro passo para tal é
a obtencdo da peconha. A peconha escorpidnica era inicialmente obtida a partir da retirada do
télson dos animais seguida de maceracao e centrifugacdo (Todd, 1909). Esse processo foi se
aperfeicoando, e atualmente a maneira mais utilizada para a extracdo de peconha escorpidnica
é a estimulacdo elétrica. Esse processo induz contragdo nos masculos que envolvem a

glandula promovendo a expulséo da peconha.

No presente trabalho, a extracdo da peconha de T. serrulatus foi realizada por
estimulacgdo elétrica e apresentou uma queda de rendimento ao longo das extracGes. Esse fato
pode ser devido ao intervalo de tempo entre as extragfes, manutencdo dos animais em
cativeiro ou injuria causada pela estimulacéo elétrica. Outros trabalhos observaram o mesmo
padrdo de decréscimo no rendimento de peconha por extraces sucessivas em aranhas e
escorpides. Rocha-e-Silva et al. (2009) caracterizaram parcialmente a pegonha da aranha
Vitalius dubius e observaram o mesmo decréscimo de rendimento entre as extracdes, mesmo
com intervalos de até 90 dias, corroborando a hipétese de interferéncia de fatores externos
envolvidos na producdo de peconha. Apds a extracdo de peconha, hd um alto custo
metabolico para a recuperagdo da mesma. Em Parabuthus transvaalicus cuja peconha foi
extraida, 0 metabolismo aumentou 39% em relacdo a escorpides ndo estimulados. O periodo
de 72 horas ap0s a extracao nao foi suficiente para a total sintese de peconha, sugerindo mais
uma vez que outros fatores estdo envolvidos na recuperacdo total do rendimento proteico da
peconha (Nisani et al., 2007). A falta de tempo ou condig¢des adequadas suficientes para que o
escorpido restaure os estoques de pegonha entre extragcbes culmina em baixo rendimento de
extracGes subsequentes. Escorpides sdo animais predadores e utilizam sua peconha para a
captura de presas e defesa. Assim o0s estoques de peconha sempre devem estar abastecidos,
mesmo apos uma refeicdo, devido a uma eventual necessidade de defesa. Em ambiente natural
esses animais podem se alimentar a cada 15 dias, mas podem permanecer por mais de um ano
sem alimento dependendo da escassez de alimentos (Dados ndo apresentados). Porém, os
escorpifes mantidos em laboratorios tem sua dieta controlada, o que garante que eles nédo
necessitem permanecerem longos periodos sem comida. Alem disso, a constante manipulacéo
(limpeza dos terrérios, extracdo de peconha e etc.) e o proprio stress causado pelo choque nas
extragcOes de peconha fazem com que eles alterem sua fisiologia e pode levar a uma

diminuicdo da producdo de peconha. Nisani et al. (2012) mostraram que, apesar do menor
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rendimento bruto, as pegonhas de P. transvaalicus extraidas apresentaram toxicidade similar
apos diversas extracdes, sugerindo que ndo ha alteracdo na razdo producdo de cada toxina, 0

que incentiva a manutencdo desses animais em laboratdrio.

A construcdo de proteinas quiméricas com varias sequéncias diferentes em tandem ja
vem sendo utilizada para diversos fins, como inducdo de resposta imunolégica (Legros et al.,
2001; Wang et al., 2012; Wu et al., 2013; Marcos et al., 2013), caracterizacdo de toxinas que
agem em canais ibnicos ou canais iénicos quiméricos (Bouhaouala-Zahar, 2002; Legros et al.,
2007), desenvolvimento de moléculas bioativas (Drakopoulou et al. 1996; Pimentel et al.,
2008; Cui et. al, 2011) ou construcdo de anticorpos recombinantes (Selisko et al., 2004,
Hmila et al., 2008).

O primeiro trabalho descrito com um antigeno quimérico de peconha escorpidnica
utilizou as sequéncias de duas a-toxinas do escorpido Androctonus australis, AaH1 e AaH2, e
foi expresso fusionado a MBP. Tal antigeno foi reconhecido apenas pelo soro anti-AaH2, no
entanto ndo foi produzido um soro anti-quimera nesse trabalho. Por outro lado, a imunizagéo
de coelhos com trés toxinas recombinantes isoladas (AaH1, AaH2 e AaH3) aplicadas em
conjunto no mesmo animal produziu soro com boa capacidade neutralizante contra os efeitos

letais da fracdo toxica da peconha (Legros et al., 2001).

Com relacdo a outras toxinas, a quimera proposta por Wang et al. (2012) possui
sequéncias relativas a duas toxinas, TcdA e TcdB, de Clostridium difficile. Nesse trabalho, foi
obtido um 6timo resultado na neutralizacdo e protecdo de animais desafiados com cepas
virulentas dessa bactéria. Assim, os autores propdem que a quimera poderia ser utilizada
como uma vacina para prevencdo da infeccdo por esse patdgeno. Demais trabalhos utilizando
antigenos quiméricos contra os virus de sarampo e dengue, demonstraram que 0s antigenos
quiméricos foram capazes de estimular a producdo de anticorpos com satisfatério potencial
protetor (Wu et al., 2013; Marcos et al., 2013). Mendes et al. (2013) construiram uma
proteina quimérica com trés epitopos da toxina LiD1 da peconha da aranha Loxosceles
intermedia. Anticorpos gerados em coelhos contra essa quimera foram capazes de neutralizar
de forma significativa os efeitos dermonecrdticos e hemorrégicos causados pela proteina LiD1
recombinante. Sendo assim, ha perspectivas favoraveis a utilizagdo de proteinas quiméricas

como imundgenos para a producdo de diversos soros anti-toxinas ou anti-peconhas.

Ao se construir um cassete de expressdo, cada proteina heterdloga pode se comportar

de uma maneira distinta em relacdo a varios parametros, como auséncia/presenca de
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expressdo, solubilidade da proteina recombinante, rendimento de cultura e toxicidade as
células hospedeiras. Assim, a expressdo individual de varios antigenos para 0 uso em
conjunto pode representar um problema de producéo, pois serd necessaria a padronizacdo de
expressao de varios protocolos otimizados para cada construcdo (Weickert et al., 1996;
Makino et al., 2011). Esse fato faz com que seja interessante a criacdo de uma proteina
quimeérica que possua Varias sequéncias de diferentes toxinas em uma Unica molécula de
proteina. Dessa maneira, a construcao desse tipo de proteina podera simplificar o protocolo de
expressao heter6loga, uma vez que apenas uma proteina, com varias sequéncias, sera expressa

e purificada.

Por esses motivos a constru¢cdo de uma proteina quimérica faz os processos de
producdo da proteina recombinante e imunizacdo sejam mais simples, devido ao uso de uma
Unica sequéncia. Além disso, o antigeno formado por uma quimera possui diversas sequéncias
de alvos ja estudados, aumentando a chance de gerar uma resposta protetora maior contra a

peconha total.

Na tentativa de se obter um soro com capacidade neutralizante contra a peconha bruta
de T. serrulatus, causando o minimo possivel de injurias e sofrimento aos animais
imunizados, foi desenvolvida uma proteina quimérica recombinante com sequéncias de trés
peptideos da peconha bruta: duas toxinas que atuam em canais para sodio dependente de
voltagem, uma a (Ts3), uma B (Ts1) e um peptideo imunogénico ndo toxico a mamiferos, que
possui homologia a essa classe de toxinas que agem em canais para sédio (TSNTxP). A
construcdo da proteina quimérica de T. serrulatus foi denominada TsQ3 (trés sequéncias em
tandem: Ts3-Ts1-TsNTxP) no vetor pET26b.

Uma vez expressa, a TsQ3 se apresentou na forma insolGvel em corpos de inclusdo na
bactéria hospedeira. A formacdo desses agregados € muito comum na expressdo de proteinas
exogenas por E. coli, devido a vérios fatores, como temperatura, grau de hidrofobicidade da
proteina, quantidade de proteinas expressas e incapacidade de formar a estrutura terciaria da
proteina (Gatti-Lafranconi et al., 2011). Como a TsQ3 é rica em cisteinas, pontes dissulfeto
aleatorias podem ter sido formadas dentro da estrutura da quimera e entre moléculas
adjacentes. O tratamento por sulfitélise, que quebra essas pontes (Crankshaw & Grant, 2001;
Esipov et al., 2012), foi suficiente para solubilizar a TsQ3, o que favoreceu 0 uso dessa
quimera no processo de imunizagdo, mesmo com a perda da estrutura terciaria individual de
cada toxina, ja prevista na estrutura em tandem. A sulfitélise € utilizada em alguns processos

de producgdo de proteinas recombinantes a partir de corpos de inclusdo, como a insulina, que
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passa por essa fase de desnaturacao e segue pra um protocolo de renaturacdo para que adquira
a conformacdo nativa (Guo et al., 1992). Outro ponto interessante é que 0 processo de
purificacdo e tratamento de sulfitolise aconteceu junto a resina de purificacdo. Uma vez que a
TsQ3 foi ligada a resina His-Link, de maneira desnaturante, foi possivel o tratamento por
sulfitolise, retirada da ureia e posterior eluicdo da proteina na forma sollvel. Essa
caracteristica de tratamento da proteina ligada a resina faz com que o processo de
solubilizacdo e recuperacdo da proteina recombinante seja mais simples e direcionado,
evitando protocolos extras nos quais pode haver perda da proteina recombinante (Zhu et al.,
2005; Li & Huang, 2007). A purificacdo da TsQ3 por meio de resina de niquel apresentou um
bom rendimento e adequado nivel de pureza. Foram observadas duas bandas de alta massa
molecular, com aproximadamente 45 e 70 kDa (Figura 13). Essas bandas aparecem no gel
SDS-PAGE com menor intensidade de coloracdo do que a banda principal, de 22,7 kDa. As
bandas de alta massa molecular podem representar a TsQ3 em forma de dimero e trimero,
uma vez que apresentam massas correspondentes a duas e trés vezes a massa monomérica da
TsQ3, 22,7 kDa. As bandas de alta massa também foram reconhecidas pelo soro a-TsP de T.
serrulatus no ensaio de Western Blot, corroborando a hipdtese de formacdo de dimero e
trimero de TsQ3. Legros et al. (2001) observaram um dimero da proteina quimérica
AaH1+AaH2 quando analisada por Western Blot.

A fim de verificar a reatividade da TsQ3 e da TsP frente aos soros produzidos nesse
trabalho foi realizado um teste de ELISA. Ambos os antigenos foram bem reconhecidos por
todos os soros produzidos nesse ensaio (Figura 14). Esse alto reconhecimento do soro a-TsP
contra a TsQ3 mostra que a proteina quimérica possui semelhanca de epitopos com
componentes antigénicos da peconha. No trabalho de Guatimosim et al. (2000) foi encontrado
alto reconhecimento do soro anti-TsSNTxP recombinante contra peconha bruta, fracdo tdxica
G50 e a TSNTxP nativa, além de boa capacidade de neutralizacdo dos efeitos toxicos da
peconha bruta. J& Mendes et al. (2008) ndo observaram reconhecimento expressivo por
ELISA dos soros produzidos contra formas recombinantes da toxina Ts1, anti-Tsl( e anti-
Tsl), frente a peconha bruta. No entanto, Tsly) foi capaz de induzir a produgdo de soro
neutralizante com similaridade ao trabalho de Guatimosim et al. (2000), ou seja, 2
DLso/100pL de soro. Esse resultado sugere que, mesmo com baixo reconhecimento por
ELISA, o soro produzido pode ter capacidade neutralizante elevada.

Para efeito comparativo e avaliagéo da evolucdo na producdo de anticorpos contra 0s

antigenos utilizados (TsQ3 ou TsP), foram coletados soros 15 dias apds a inoculacdo de cada
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dose. Os soros coletados foram testados por ELISA para a avaliagdo do grau de
reconhecimento contra os antigenos utilizados na imunizacdo. Além disso, a titulacdo dos
soros imunes foi realizada com o soro coletado ap6s o ultimo reforco (Figura 15). Desde a
primeira dose, 0s soros coletados referentes aos quatro grupos de imunizagdo foram testados
contra ambos 0s antigenos. Os soros apresentaram aumento na capacidade de reconhecimento
ao proprio antigeno e também ao antigeno cruzado. Apo6s a quarta dose a maior parte dos
soros manteve o titulo estavel, com valores préximos aos encontrados no soro final. No
entanto o soro a-TsQ3 necessitou de mais doses para aumentar o seu valor de reconhecimento
contra a TsP. Nesse caso, foi verificado que o soro de uma coelha reconheceu muito bem a
TsP e o soro da outra coelha (ambas imunizadas apenas com TsQ3) néo foi capaz de produzir
um soro com capacidade de reconhecimento equiparavel (dados ndo apresentados). Esse fato
nos mostra como a producdo de anticorpos pode ser variavel de individuo para individuo.
Maria et al., (2005) encontrou variagdo semelhante ao analisar soros de cavalos produtores da
FUNED, cada animal produzia um soro com capacidade neutralizante e reconhecimento de
epitopos diferente entre si. Esse fato ilustra bem a necessidade do uso de um grupo amostral

maior para experimentos de producdo de soro (Mendes et al., 2004).

O soro-neutralizagdo com os soros produzidos apresentou resultados menores do que o
esperado. O soro a-TsQ3 e 0s outros soros que utilizaram essa proteina como imundgeno
apresentaram capacidade de neutralizagdo menor do que o soro a-TSP. Esse fato pode estar
relacionado com a produgdo de anticorpos contra a a-TSQ3 ter sido mais intensa contra
epitopos que se localizam distantes do sitio ativo dessas toxinas. Duarte et al., (2010)
sintetizaram membradas de SPOT com a sequéncia de aminoacidos da anatoxina TSNTxP de
maneira descontinua. Camundongos imunizados com um peptideo contendo as porcGes N- e
C-terminais dessa toxina, apresentaram resisténcia contra o desafio vacinal com a peconha
bruta. Esse peptideo foi mapeado na estrutura 3D da toxina, com ambas as extremidades
préximas na superficie da TSNTxP. Portanto a menor capacidade protetora observada no soro
a-TsQ3 pode ser devido a auséncia de epitopos descontinuos em sua estrutura terciaria ou
devido a producdo principal de anticorpos contra epitopos distantes dos sitios ativos dessas
toxinas. Assim, novos estudos serdo importantes para a determinacdo dos epitopos mais

importantes para a neutralizacdo da peconha de T. serrulatus.

Os trabalhos de transcriptoma de glandulas de peconha de escorpides vém revelando
novas moléculas como neurotoxinas, proteases, lipases, hialuronidases entre outras moléculas
(Alvarenga et al., 2012; Abdel-Rahman et al., 2013; Valdez-Velazquez et al., 2013; Mille et

91



Discussao

al., 2014). Neste trabalho, além das toxinas ja conhecidas, foram descritas novas sequéncias
de proteases presentes na peconha de T. serrulatus. O conhecimento dessas novas proteinas é
de suma importancia para o melhor entendimento da peconha e também de seus efeitos
durante o envenenamento. Assim podem ser analisados de maneira mais clara, sintomas mais

incomuns ou brandos apresentados por vitimas de acidentes escorpidnicos.

Essas enzimas possuem grande importancia nas peconhas de serpentes e de algumas
aranhas, no entanto sua funcdo e contribuicdo nas peconhas de escorpifes ainda sdo pouco
conhecidas. Por isso a descoberta de novas sequéncias e o entendimento do papel das
proteases no envenenamento escorpidnico € de grande importancia (Horta et al., 2014). Nesse
trabalho foram descritas sequéncias de proteases potencialmente encontradas na peconha de
T. serrulatus. A maior parte dessas sequéncias esta designada a classe das metaloproteases e
uma pertencente a classe das serino proteases. O grupo das metaloproteases é uma importante
classe de proteases, que necessitam da presenca de um ion metélico para desenvolver sua
correta funcdo. As metaloproteases dependentes de zinco sdo um grupo bem diversificado e
podem apresentar diferentes sitios ativos (Hooper, 1994). A classe das serino proteases possui
varias enzimas bem caracterizadas e utilizadas em laboratorios. Essas proteases sdo a segunda
classe mais encontrada nas pegonhas de serpentes e geralmente afetam o0s sistemas de
homeostase, como presséo e coagulagao sanguinea (Serrano, 2013).

As sequéncias das TsMS 1-10 foram obtidas através da biblioteca de cDNA da
glandula de peconha de T. serrulatus construida por Kalapothakis et al. (2001). O mRNA foi
obtido dois dias ap0s a extracdo de peconha dos escorpibes, o que pode favorecer o encontro
de mais moléculas de mRNA’s referentes a proteinas presentes na peconha. Outros trabalhos
que realizaram transcriptomas de glandulas de peconha de escorpides procederam a extracao
de mRNA apds 2-5 dias da extracdo de peconha (Alvarenga et al., 2012; Renddn-Anaya et al.,
2012; Valdez-Velazquez et al., 2013). Rendon-Anaya et al., (2012) montaram trés bibliotecas
de cDNA do escorpido C. noxius Hoffmann, da glandula de pegconha em repouso, apds cinco
dias a extracdo de peconha e do corpo do escorpido. Os autores encontraram aumento dos
niveis de expressdo de toxinas na biblioteca construida apds a extracdo de peconha. Em
relacdo a primeira biblioteca construida por Kalapothakis et al., (2001) e posteriormente
analisada por Alvarenga et al., (2012) foram sequenciados 1.629 clones. Destes 2% foram
identificados como sequéncias de proteases, as TsMS’s 1-10 (Carmo et al., 2014). Foram
obtidos um ndmero maior de contigs com sequéncias de proteases com a segunda biblioteca

(sequenciada por NGS) de cDNA da glandula de peconha de T. serrulatus (ao todo 34
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proteases), porém ainda ndo foi realizado experimentos para a quantificacdo de expressdo

destes, bem como a analise da abundéncia relativa nas bibliotecas sequenciadas no MiSeq.

A estrutura primaria das metaloproteases TsSMS 1-11 apresentou a presenca de
peptideo sinal e um propeptideo. Essa estrutura tipica pode ainda ser encontrada em outras
neurotoxinas expressas nessa glandula de pegonha (Kalapothakis et al., 2001). A presenca do
propeptideo pode servir como um inibidor da atividade proteolitica até que as proteases
possam desempenhar sua funcdo (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990; Becker et al., 1995;
Anders et al., 2001; Loechel et al., 1998; Kang et al., 2002). Fletcher et al. (2010) purificaram
e descreveram a protease Antarease da peconha de T. serrulatus. Essa protease apresentou
massa molecular de 25 kDa, a massa desta toxina apresenta similaridade com as massas das
TsMS’s 1-9 maduras (cerca de 26 kDa). No entanto, a massa molecular das TsMS’s 1-9
imaturas (com peptideo sinal e propeptideo) é de cerca de 45 kDa. Ja é conhecido que, em
serpentes, o processamento do propeptideo ocorre no lumen da glandula de peconha, o que
pode evitar que outros componentes da peconha sejam degradados antes de serem inoculados.
Esse processo se faz bastante interessante, uma vez que essas enzimas podem ter atividade na
matriz extracelular do proprio escorpido antes de serem inoculadas junto a peconha (Hite et
al., 1992; Grams et al., 1993; Jia et al., 1996; Siigur et al., 1996).

As proteases TsMS 1-9 foram identificadas como pertencentes a familia ADAM, que
pertence a classe Metzincin de metaloproteases. As enzimas dessa classe sdo comumente
relacionadas ao processo de envenenamento, degradacdo de tecidos e disturbios de
coagulacdo sanguinea em acidentes com serpentes (Seals & Courtneidge, 2003). Esses
sintomas ndo sdo comumente observados em picadas de escorpibes, com excegdo de
Hadruroides lunatus (Costal-Oliveira et al., 2012). Nos acidentes com T. serrulatus os
sintomas de degradacdo de matriz extracelular e distarbios de coagulacdo sanguinea nao sao
observados. Este fato pode ser devido a baixa quantidade de proteases presentes na peconha
e/ou a baixa atividade dessas proteases na peconha. Em relacdo ao sitio ativo das TsMS’s 1-9,
ha um residuo de glicina conservado em quase todas as sequéncias, no entanto a TsSMS 3
possui um residuo de alanina nessa posicdo, apesar desta mutacdo a presenca desse
aminoacido ndo deve alterar consideravelmente sua atividade devido ao tamanho reduzido do

radical da alanina.

A TsMS 10 pertence a familia Gluzincin que possui representantes relacionados a
diversos processos bioldgicos como a conversao de angiotensina | em Il (Hooper, 1994). Essa

familia de proteases possui membros como termolisina, neprilisina, endopeptidase-24.11,
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enzima convertora de angiotensina e outras metaloproteases aminopeptidases que podem ser
encontrados em Varios grupos, como procariotos e eucariotos (Hooper, 1994). Dentro dessa
familia, a TSMS 10 se assemelha mais a endopeptidase-24.11 em sequéncia primaria e padrdo
do sitio ativo. Essa subfamilia possui atividade de N-endopeptidase e preferéncia por
clivagem de aminoéacidos hidrofébicos (Le Moual et al., 1991; Bland et al., 2008). A
preferéncia de clivagem por aminoéacidos hidrofobicos e presentes na por¢do N-terminal,
sugere que essa enzima possa ser relacionada ao processamento pés traducional de proteinas

da peconha, como na clivagem de peptideo sinal.

Com a técnica de sequenciamento de nova geragdo, a montagem de transcriptomas
com RNA-Seq fica mais completa e sensivel, podendo ser identificados transcritos raros que
ndo seriam encontrados em bibliotecas classicas de cDNA. Dessa maneira, foi a primeira vez
gue uma protease com dominio de desintegrina foi identificada na peconha de um escorpiéo.
A TsMS 11 se enquadra dentro da subfamilia ADAM-17 de metaloproteases com dominio
desintegrina e dominio proximal de ligagdo a membrana. Essas enzimas estdo relacionadas
com o processamento e liberacdo do fator TNF-a (fator o de necrose tumorol), porém a
expressao dessa enzima na glandula de peconha de T. serrulatus pode ser relacionada a outra
funcdo (Black et al., 1997; Cerretti. 1999 ). Apesar da presenca do dominio de peptideo sinal
essa enzima pode estar ancorada as células da glandula de pegonha, ou ser liberada junto a
peconha. A presenca dessa enzima na peconha pode potencializar distarbios na homeostase e

de liberacdo de TNF-a nos tecidos afetados por TsP ap6s um acidente escorpionico.

A TsSP 1, Unica serino protease potencialmente presente na TsP, pertence a familia
das tripsinas-like. Essas enzimas estdo envolvidas na clivagem de proteinas proxima a
residuos basicos K ou R (Rypniewski et al., 1994; Perona & Craik, 1995; Perona & Craik,
1997). As peconhas de serpentes ja possuem serino proteases melhor caracterizadas que
afetam diretamente a agregacdo de plaguetas, coagulacao e pressao sanguinea e degradacdo de
fibrina (Serrano, 2013). A TsSP 1 foi encontrada incompleta nas bibliotecas de cDNA (falta
parte da porcao N-terminal incluindo todo peptideo sinal), sendo necessario mais um passo de
sequenciamento para obter essa sequéncia completa. Essa enzima apresentou sitio catalitico
completo na por¢do C-terminal e uma sequéncia de cerca de 100 amino&cidos na por¢do N-
terminal que n&o apresentou similaridade com outros dominios. Essas proteases costumam ser
expressas de forma inativa, necessitando processamento para se tornarem ativas. Dessa forma,

a porcdo N-Terminal pode ser relacionada ao propeptideo da TsSP 1 (Perona & Craik, 1995).
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A deteccdo da atividade proteolitica foi realizada com ensaio de clivagem do
fibrinogénio. Essa atividade s6 foi detectada com o uso de 3 pg de pegonha, quantidade alta
qguando comparada ao valor de DLsy da peconha desse escorpido, 22 pg para camundongos
Blab/c de 20 g. Bello et all., (2006) caracterizaram a atividade proteolitica da peconha da
serpente Bothrops leucurus utilizando o mesmo ensaio que este trabalho. Proporcionalmente a
TsP eles utilizaram 31 vezes menos peconha considerando a proporgdo pegonha/substrato

(massa/massa).

O ensaio de clivagem do fibrinogénio mostrou que TsP é capaz de clivar as cadeias o e
B dessa molécula (Figura 17). Inibidores especificos de proteases para as classes de
metaloproteases, serino proteases, cisteino proteases e aspartico proteases foram utilizados.
No entanto, a atividade proteolitica foi parcialmente inibida apenas com EDTA (quelante de
ions metalicos). Essa atividade residual verificada pode ser devida a incompleta inibicdo das
metaloproteases ou a presenca de outras classes de proteases na peconha. Como foi
apresentado, TsP possui uma serino protease que pode ter sido a responsavel por essa
atividade detectada. O fato de ndo ser observado inibi¢do da atividade proteolitica por PMSF
(inibidor especifico de serino proteases) pode ser devido a maior presenca de metaloproteases
que degradaram o substrato enquanto TsSP 1 se manteve inativa. Brazon et al., (2014)
verificou atividade fibrinogenolitica da peconha de T. discrepans sugerindo a presenca de
metaloproteases e serino proteases. Outros autores também sugerem a presenca de Serino
proteases em peconhas escorpiénicas (Gao et al., 2008; Louati et al., 2011). Outros autores ja
verificaram atividade proteolitica em TsP, utilizando outros substratos como gelatina por
zimograma, VAMP-2 e VAMP-8 por clivagem peptideos e por clivagem de peptideos com
fluorescéncia Abz-FLRRV-EDDnp (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venancio et

al., 2013) reforcando os dados obtidos nesse trabalho.

A TsP apresenta preferéncia de clivagem por sitios proximos a aminoacidos basicos K
ou R (Figura 18). A presenca de componentes da peconha que sofrem processamento pos
traducional sugere relacdo entre protedlise e maturacao de toxinas. Muitas toxinas possuem K
como primeiro aminoacido e GKK na extremidade C-terminal. Martin-Eauclaire et al., (1994)
descreveram os valores de DLsy em camundongos (Swiss 20 g por via subcutanea) para as
toxinas, nomeadas nesse trabalho, de Tslll, TsIV e TsV com diferentes residuos no C-
terminal (atualmente chamadas de Ts3 devido ao processamento pés traducional) de T.
serrulatus. Enquanto o percursor dessas toxinas possui o0 C-terminal com a sequéncia

GKCKSGKK, as toxinas derivadas desse percursor apresentam valores de DLso diferentes:
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TsV, GKCKSGK (DLsp 0,2 pg); TslV, GKCKS (DLso 0,4 pug) e Tslll, GKC (DLsp 2,5 pg).
Sabendo que a sequéncia priméria destas toxinas € a mesma, essas modificacbes mostram a

grande importancia do processamento proteolitico para a atividade das toxinas dessa peconha.

Estudos de peptiddmica em peconhas de escorpies vém mostrando uma grande
diversidade de peptideos que s&o originados de proteinas maiores (Rates et al., 2008). Esses
dados sugerem que poucos transcritos da glandula podem gerar uma grande variedade de
peptideos ap6s modificacbes pods-tradicionais. A presenca dessa grande variedade de
peptideos pode se dever ao processamento proteolitico das proteases encontradas na pegonha
(Verano-Braga et al., 2013). A grande diversidade de proteases encontradas na peconha pode

indicar diferentes alvos para cada protease.

O trabalho apresentado por Fletcher et al., (2010) apresenta evidéncias de que a
protease Antarease pode ser responsavel pelo sintoma de pancreatite observado em alguns
envenenamentos por T. serrulatus. Eles observaram que o sitio de clivagem reconhecido por
essa enzima nas proteinas VAMP-2 e -8 sdo proximos aos residuos KRK e RK
respectivamente, reforcando os dados obtidos neste trabalho. Esse fato faz com que essas
enzimas sejam analisadas mais profundamente para serem utilizadas como alvos na producéo
de soro antiescorpidnico. A descoberta de que essas enzimas podem gerar efeitos toxicos em
pessoas acidentadas com escorpides, além dos efeitos causados pelas toxinas, faz com que o
uso de proteases em formulacGes de antigenos pode gerar um soro antiescorpiénico mais
eficaz (Cavez-Olortegui et al., 1997; Guatimosim et al., 2000; Machado De Avila et al., 2004;
Alvarenga et al., 2005; Mendes et al., 2008; Duarte et al., 2010; Carmo et al., 2014). Assim,
esses resultados podem prover melhor entendimento para o desenvolvimento de um soro que

proteja também contra componentes que estdo fora do grupo de neurotoxinas.
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7. Conclusao

Apesar da diminuicdo da quantidade de proteinas obtida nas sucessivas extracfes de
peconha, 0 mesmo néo perde toxicidade.

A proteina TsQ3 foi capaz de gerar anticorpos que reconhecem a TsP. Apesar do soro a-
TsQ3 néo apresentar capacidade neutralizante elevada esse soro foi capaz de reconhecer

muito bem a TsP.

A imunizacdo utilizando TsP e TsQ3 foi capaz de aumentar a capacidade de neutralizacdo
do soro em comparacao com o soro produzido contra TsQ3. Com o uso de protocolos de
imunizacdo utilizando proteinas recombinantes e peconha pode aumentar a capacidade
protetora do soro produzido. No entanto, a inclusdo de outras toxinas e epitopos devem
aumentar a imunogenicidade da proteina quimérica para a obtencdo de um Soro

neutralizante.

Foi possivel identificar uma grande diversidade de proteases na peconha de T. serrulatus
que ndo era esperado para essa espéecie. E ainda existem mais de uma classe de proteases

na pegonha de T.serrulatus.
As proteases presentes na TsP possuem preferéncia por clivar aminoacidos basicos.

Essas enzimas podem representar uma nova classe toxinas escorpionicas e precisam ser

estudadas como novos alvos na producdo de soro antiescorpidnico.
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7.1 Perspectivas

Com os resultados apresentados nesta tese pretendemos dar continuidade ao projeto da

seguinte forma:

Identificar os epitopos mais reativos e imunogénicos que confiram a producdo de

anticorpos neutralizantes contra a TsP.

Construir outro cassete de expressdo quimeérico com essas sequéncias identificadas e

novas toxinas.

Imunizar e avaliar a imunogenicidade e o grau de protecdo conferido pelo soro anti-

quiméra.
Caracterizar as demais sequéncias de proteases encontradas.

Identificar novos componentes da pegonha nas bibliotecas de cDNA produzidas por
RNA-Seq.

Expressar de maneira recombinante as proteases identificadas e caracterizar sua acao

bioquimica.

Produzir soro contra as proteases recombinantes e nativas e caracterizar seu potencial

protetor contra a peconha bruta.
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Mapas dos vetores utilizados

Xminl 2009
Scal 1890 Mael 2707 | o 1 o stan
\ ael « Apal 14
. Aatll 20
1 ori Sphi 265
BstZl Ky
E-::DE! a7
Al 43
Amp' . Notl | 43
pGEM*-T Easy lacs Sacll | 40
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
apel &4
Ecokl 70
Matl 7
BatZl 7
. Pstl 86
ari Sall a0
Mdal ary
Sacl 10
Bstxl 118 &
Msil 127 ¢
141 £
T sps :

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3 .. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter ‘ ” || | | ”
Apal Aatll Sphl BstZ| Ncol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

’(c\oned insert) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

L e e !
Ij‘%:acll EcoRl Spel EcoRI Pstl Sall

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

| || || | SP6 Promoter
Ndel Sacl BstXI| Nsil

Figura 23: Mapa do vetor pGEM-T-Easy com seu MCS em evidencia.

3TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
L 1

Mapa do vetor pGEM-T-Easy exibindo suas regides do gene de resisténcia a ampicilina (Amp"), origens de
replicacdo (ori e f1 ori) e gene lacZ onde esta inserido o sitio multiplo de clonagem (MCS) e a regido de ligagdo do produto

de PCR. No detalhe do MCS, notamos o local de ligacéo do produto de PCR marcado com (cloned insert).
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T7 promoter primer #69348-3

Anexos |

Bglll T7 promoter > lac operator Xbal rbs
AGATCTEGATECCGEGAAATTAATALGAC TCACTATAGGGGAAT TETGAGEGEATAACAATTECCCTETAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGA
Nde | BspM | pelB leader Msc | Nco |

TATACATATGAMATACCTGCTGCCG C
MetLysTyrLeuleuFro . uI’Ir.—:l-".IriI‘lr.—:l.--sp.l-
Eagl Aval® i signal peptidase
Sall Hind Il Not | Xhol His*Tag
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCAC CACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTECTAACAAAGCCCGAMAGGAAGETE
ValAsplLysLeullohlolloleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

T7 terminator
TAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTARACGGETCTTGAGGRGTTTTTTG

pET-26b(+) cloning/expression region

Figura 24: Mapa do vetor pET26b com seu MCS em evidencia.

BamH| EcoR | Sacl
MTTCGGATCCGAATTCGAGCTCC

Bpu1102 |
TTGGCTGCTGLCACCRCTGAGCAATAAC

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET26b exibindo suas regifes do gene de resisténcia a canamicina (Kam), origens de replicacéo (ori
e f1 ori) e a seta negra indicando o sitio maltiplo de clonagem (MCS). No detalhe do MCS, notamos a presenca do promotor
T7, operador lac, rbs (sitio de ligacdo ao ribossomo), peptideo sinal para enderecamento periplasmatico pelB leader, sitio de
clivagem do peptideo sinal siganl peptidase, varios sitios para clivagem por endonucleases de restricdo e cauda de histidina

His-Tag. Setas indicam a direcdo e sequéncia dos inicadores T7, promotor e terminador.
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Sequéncias proteicas da quimera e das proteases em fasta com
indicacdo dos dominios

>TsQ3

MKKDGYPVEYDNCAY ICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDSEPTKTNGKCKSMDKEGY IMDHEGCKISCEIRPSCYCCREG
GIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVHDRATNKC LEGREGY PADSKGCKI TCFLTAAGY CNTECTLKKGS SGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSE
TNKCGLEHHHHHH

Ts3 III IIIIII

His-tag
>Metalloserrulase_ 1, TsMS_1, KM115016

MISYLASIFLLATVSAVPSGRVEVVFPSVETSRSGVKTVKFTALDQDVELKLRSAGE T LGKRFATQDVDVESLRRKIYRDSVNGAALLIDEDGP
LT TEGTVNSKLRTIOPFESGRITKDGT TAHQTVEVIDDKKS YDRVAV T PENVKRNAENVSRMARDDDC TVVEYY IVTDSAFTKRFKSNSALTNYY

TVMFTGVQNLMDTLELGIGVRLLGVTTFTEKTEPSFIKDNL T PGPPAAFDPDVL T SAMSKYYCNHQTGLAKDTDLTFL I TARGMGDPREDGTVD
INTAGIANSAGVCKPCFKSGTATDDSDYNERVDTLABESVELLES PEBGEGPNLVSLEGSPGAANCPAKAGY IMGNRNDKNKYKFSPCTKKCVE
YLLSKPTASCIFQQCSDF

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase 2, TsMS 2, KM115017

MQTMIFSLAYITLLATVSAIPSGRVDIVFPSLETSRSGVKI IKFEALGODIELNLEPAGETLAKDFATVDLNNQREHLTNVEDLKRKIYRDSVK
GAALLIDENGPLTMQGI INSKLRIVPYESGRVIKDGRIAHQTVELINDEKSY INDVMPLDVNGVMENVVKISKKS PCT 1 1DYLCYTETTETERE

KTNKELLEYITVMFTGVQNLLDTLNLGIKAQVIGITPFKKQNEPSFIEDSAI PGHQQVLDPVDLVKNMAKYYCNNAKGLAKDADI IMLISNRKL
GELQDDGTVAYNTAGISLGSGVCKQCSKVGVAQDDSDYNERVDTVAHETAHL IEAPHBEEGPEQTGI SGSPGAKDCPESDGY IMGSGNNKVNKE
KFSKCTKKCVEHLLSLPRASCVLADC

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase 3, TsMS 3, KM115018

MYTLSLHDALPTDLFASVSATPNGREDVVFPWVETSRSGAKTVKFRALGEDIELKLE PAGDT LAEGFALF DSKNQTKS SVDVENLRKRT YRDSV
NGAALLIDDDEFLSTQGTVNSKLRTAPHESRELNQYRRRAHRTVELTNDKNSSLRDDVISRNTQROTENFASMSREDKC TVVESLCYTESRETR

RFKTNQALTEYVTLMFTGAQNMYDTMNLGIKLRLIGVQAFAINTEPSFIKTNEVKNGKYLKFSILDDMNSYYCKNATGLAKDADIIILIITRTM
VLMKGSQIENEAVGLALGGGACLTCEKSLVMADETDYNERTISLAHEAARLLAVPEBGDDFKVSDI PNSPGAKSCRYGEGY IMGTSIGPNMLKE
SKCSIACAKYFLSLPQASCLYEDCPSSAY

Peptideo sinal Prépeptideo Sitio Ativo

>Metalloserrulase 4, TsMS 4, KM115019

MFVCVISLLFCASVSATPNGRREVTYPSLETLRSGIKIVKFRAFGEDIELKLEPAGDVT SDNFTMKDNLGRTQTTDEKSTKSRLFKAREKGAAL
Y INEDGFTKTKGVINSKES TEPYNS DKMVKHGT S ARV T TE S FAERKHENDKVMSMNLKKTFAKDNARTENE DOCVS TKYLFLTDSNFRSGFPNP

KDMETYFATMFILVQEDMDTLKLNIKVSLIGIEPVKNETNFVKESLIPGEEVFDFGHVVGNLNVLNCKYKDNELYKKADS IMFITKRLLGNREP
DGSVSTNTLGVANLGGACNPCLKTGVIKDYGDMTLLANTVAHETAHO1ES PHBGEDAPYSLPGSPTGEKCPGSQGY LMGDSKGENKGKFSPCTR
ENVKFFLNKDEASCVVSACKSTV

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo
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>Metalloserrulase 5, TsMS 5, KM115020

MYTVYTFLFAAVSATPNSRNDIVFPTVETSRSGVKTIKFRALGQDVELNLEPAGQT LGEKFVFVGENGQLYHPVDVKNLRSKLYRNSAKGAALL
IDEEEPLTIEGVVNEKLRIAPLESRRMDEDGRIAHQTVEEINEEKLPLHYDMIOMNNERELEREVES TKTLATDDOC IV IETLSYTDKLYTKRE

ATDEALTQHMTLTYVKVONIFDTLELGIKVRLIGIEAYTNETEPSFIEDSAT PGHEKY LHFVKLLRNLGNYYCKONEGLAKDADT IMLTTDRPL,
ADISSEGKLNTNIGGVANYASVCHPCYKVGVGVYYSYSYARVEVLABEAARL 11 PEBGEGEY YGMLGAKNCSVKYGYFMGNAGKNHTKFSECS
KANAEYLLSLTKAKCVYEDCEVEWIE

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase 6, TsMS 6, KM115021

MYTVY IFLFAAVSATPNSRNDVVEPKVETSRSGVKT IKFRALGODVELNLEPAGOT LGEKFGFVDENRQTYHPVNVKNLRSKLYRNSAKGAALL
TDEDEPLTTEGVVNEKLRTAPHESGRMDEEGRTAHQTVEE TNEEKLPLHY DMLOMDTGRELEREVES TKSMARDDQC TV IEFLSVTDQLYTKRE

ETVEALTEHMTLTYLGVQNILDMLELGIKVRLIGIEAYTNETEPSFIEDSAIPGHEKYLHYVKLIRNLENYYCKRNEGLAKDADI IMLTTDRPL
ASTPSEGKLNTNIGGAANYAAVCSQCSKVGVGVYYSYSYARVETIAREAARL 181 PEBGEGGVYGI PGAKNCSSKYGYFMGKSGKNHTKFSECS
KACAEYLLSLPKADCLYEDCEVEWIEYFK

Peptideo sinal Préopeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase_ 7, TsMS_7, KM115022

MYFASFFLFITVSAIPNDRVHVVFPAVETSRSGEKTLKLRAFDRDIELNLQPAGE I LAKNFGIMNENHRLFHLVDVKNLQSKLYRNSANGAALL
TDEDGRV T TECNINAKTRTAPHESRGMDEECRTAHOTEEEENEEKS Y ERDDMMEVDETQVENTRKRIDRDGKCTVIEILSVTDRDFTKRFSTYDD

LTKYVSRTYLGVENIIERLELGIKVRLLGIQAFTNETEPPFIEDSVIPNHQFYLNYTKLISSMEDYYCEHAYGLAKDADI IMLTTVRLLAEWDG
SKINTNIAGAARYSSVCNQCYKVGVSMHFSYFTDRIEVIAHETARL 18vPHBGSGPVTVAPNENPGAHNCSSYEGY FMGLRWGENANSFSECSK
KCAAYLLSLPKADCLYEECONDDNITSLFEI

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase_ 8, TsMS_8, KM115023

MFLQFKTTMYFASFFLFATYSATPNGRVHVVFPTVETSRSGEKTLKLRAFDRDIELNLOPAGET LAKNFGIMDDDHRLFHPVDVKNLORKLYKN
SANGAALLIDEDGPVTIEGNINAKVRIAPYESGGMDEAGRTAHWIEEEERDEKAYLRDDSTYFFNLWQELPPDIDTENTKRMDREGKCTVIETT

SVTDSNFTKRFSNYEELSEYITLTYAGVQTIMDTLELGIKLRLIGIHAFTNETEPPFIESNAT PGHERYVEYRRVLNSMKRYYCEHDYGLAKDA
DITIILTNDRLLAGWDGGPNINTNVAGVATHSGACDQCSKVAVSEHSSSYFIRVIYLTHETARS BT DEPGGGRSKNCSNGKGGFMGRSDSSLHP
TFQNFRDYRDEAFSECSKENAKYFLSTSKADCLFEECPNDNITSLFET

Peptideo sinal Prépeptideo Sitio Ativo

>Metalloserrulase 9, TsMS 9, KM115024

MYLMCTIFFATVSVIPSERTDVVFPEVETSRSGVKT TKFRALDODVELNLEPAGE T LKKSFGFVGENGKVYHPTDVENLRSKLFRNS SEGAALL
TDEDGOLTTEGNINSNLRTAPHESGRMDEGGRTAHQTVEE THEE TS PLHYDVL PMNAEREVESRKRMSRNGECTVLETLSVIERTLTERFVEEE

ALTKHMTHTYMGVONKIDTLELGIKVRLVGIEAFTKETEPSFFEETVIPGHDNYFSYLDIYSKSKDYYCKHDEGLAKDADI IMLSTERSLGTLG
SDGEIETSVGGVASDSAVCDQCYKIGVAEHYNDYSYRTNIT T.AA.LIIVP.GGRGNSDS PGALDCPSEDSYIMGDWGKNHDKESECSKICA
KYLLSLPKANCVYEQCKTDY

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

122



Anexos Il

>Metalloserrulase 10, TsMS 10, KM115025

MDEKEQODFRINCOGDHEGNS TNPRERLLITLAF IFLVLVLSLLCATVISTAVESLLPKSGMCLSKDCVKKAGDI LGNLNEEVNECENFYSYSCG
SNDKNKITTLLGNFDFDEFISTLLTKOEEKKKKTFKKLT PSTTVTPSTSTERTSESSSTEQFSDTTPTTDOLSTITIAQNKQLKRRRRNGDOKN

AGNENSVIEILVINPEVVKTVLELFLKENDETISNFLSIQFLKNIEDNNVMGLSNTQLSKHT ISKYVEDGKIMKCLODLSEHLIYAFDY IYINN
TNVPSKEARDVVDHVKKALKSFVPAYSWLDDEHKKFVDSKLNEMNY FVGY PLWLSDKAQVQDY YKDLNLNIEKSALVRRGSLDGDGSDENTGYA
DAGDGKDDADAGDEKDNDEENDADEEQPVDVDNPVVNDDDIKAKTTKPY IEI YMDMVKFNKKKLLEKLSVTNDRSSWPNIPAISITTVNAFYSS
QLNSIVVPAAILNPPIFDVNIPFYLNFGSLGTIGHBEEHGF DTNGRKRDKDGNI PEHSLWNQDT IKNYNSEAKCFEDQYSTYSIGTLKVNGTK
TLAENTABNGAINEALSGYRYWLSEHNKGRKENSLPGLDSFTHEQLFFISERQSWCHTANRKY LKELIE T DEHEPNOFRVKGSLSNSKEFSEVE
ECENGKPMNPTKKCKLW

Peptideo sinal Prépeptideo sitio Ativo

>Metalloserrulase 11, TsMS 11

MIFSLYTLAYLITLFVINTGKVOALSNAQLKYFELLDTADISHSTIKRGTHPSYHRYNTIKEVSFKALGRYFRLILNPTQGLLSSRFKAYTVDG

DENSSEVYCDEVENDOFKKINKROATDPVQTRCSLLLVADYRFYENMGGSNLKGT INFLISLIDRVNKIFLETEWQDNEKQPGFRGMGFVIQEV
MVHTEPSPVIHREKHYNMADVSWNVRDLLEVFSRNVNHRWFCLAHLFTDQRFDGGILGLAYVGSPRHNSVGGICSPGYVKNGY TLYLNSGLSTS
RNHYAQRVITREADLVTABEFGENWESEHEBPDI PDCSPDARHGGSYLMYTYSVNGY DPNNKKFSPCSTRSTRAVLLAKANKCFLKPEESFCGNS
LVEEGEECDAGLIGSEDNDPCCDTNCRLRPDVICSDKNAPCCRDCRLVREREVCREAQQTACKQEAHCNGESPDCPPSSPQPNKTLCLDKGQCL
ACECT PRCHIRDRES MO ACRRCCRRIOND HOD PP IRD GGV OBRGHGR K TVOD T VERFIWDLTEDINTNSVLKFLNDNTV
GTVVVISVIIWIPASCLISYVDRKRRKEYKELMERRNKRONI LPFQAPSDKNTKITHIARRNRDNASLGHSTSHMGGNNYRYYSDRLYPRGSYR
PAVAAAEMSYPHPYSHPDAKYNYNVRPQRY THLRSSTGPADPRPLRVRPSTVEAYTAL

Peptideo sinal

Dominio Desintegrina Dominio proximal de membrana

>Serine_protease_ 1, TsSP 1

IYVNEETTTVPDDNSTAYNTTTSGYTEKNTYQEDNFTTKNPVQTTDVDNDISSDRVTEDRNITTTIREFSTETTTTKTTSISSGGYQTDFRKVC
GRPNPIKIPNGREVGGSTAEFGEWPWVISLRQWKKNTFLHKCGAALLNEFWAITAAHCVEGVPTTDILLRLGEYDLSTEEEYLPYIERRVQLIA
SHPKFDRRTFEYPLALLRFYEPVPFOONILPICVPTGNSTYIGEFATVAGWGRLYEDGPLPDKLOEVEVPSVANKECEDMYRKAGYVEDIPDIF
ICAGLAKGGRBSCEGDEGGPLVIKDDDGRWVLAGT IEWEIGCALPNQPGVYTRITKFSEWINQITIF
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Tityus serrulatus is a Brazilian scorpion species with great medical significance. While the
effects of neurotoxins have been extensively studied, little is known about the proteases
expressed in the venom gland of this arthropod. In this study, clones from a T. serrulatus
(Ts) venom gland cDNA library were selected according to homology to proteases. The
sequences were aligned in the database and classified by homology. Similarity and identity
analyses of the sequences were carried out, and a phylogenetic tree was constructed with
the sequences of other proteases. These cDNA sequences correspond to ten different
Metalloprotease metalloproteases, named metalloserrulases (TsMS). TsMS 1-9 belong to the metzincin
Metalloserrulase family, which has three domains: signal peptide, propeptide, and metalloprotease domain;
Venom while TsMS 10 belongs to the gluzincin family. The proteolytic activity of the venom was
Scorpion inferred from the cleavage of fibrinogen, and the residues recognized by the proteases
Envenomation were determined by cleavage of a tripeptide library using a fluorescence resonance energy
transfer assay. The Ts venom showed proteolytic activity on fibrinogen and preferential
cleavage close to the basic residues K and R. Its activity could be inhibited by EDTA,
indicating that the venom from this scorpion predominantly consists of metalloproteases.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords:
Tityus serrulatus

1. Introduction

There are several scorpion species in Brazil, but only
species from the Tityus genus may cause serious injury to
humans (Soares et al., 2002). The Brazilian yellow scorpion
Tityus serrulatus stands out for its large population,

parthenogenetic reproduction, high venom toxicity, and
great adaptability to urban environments (Lourenco and
Cloudsley-Thompson, 1999). The T. serrulatus population
is more concentrated in cities, since the urban environment
is one of its favorite niches, and causes numerous injuries
due to its constant contact with humans (Torres et al.,

Abbreviations: MCA, 7-methoxycoumarin-4-acetic acid; TsMS, metalloserrulase; Ts, Tityus serrulatus; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; DPA, N"{Z,élr
dinitrophenyl }-L-2,3-diaminopropionic acid; PMSF, phenylmethanesulfonyl fluoride; E-64, trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane.
* Corresponding author. Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Bloco E3, sala 179, Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Presidente Antonio Carlos,
6627 — Pampulha, Belo Horizonte, MG, 31270-901, Brazil. Tel.: +55 31 3409 2701; fax: +55 31 3409 2713,
E-mail addresses: anderson.o.carmo@gmail.com {A.0. Carmo), barbarabio2@gmail.com (B.B.R. Oliveira-Mendes), carolinacampolina@yahoo.com.br
(C.C.R. Horta), barbara_fmag@hotmail.com (B.F. Magalhaes), arthurestanislau@gmailcom (A.E. Dantas), lucasdemeirachaves@hotmail.com (L.M. Chaves),

olortegi@icb.ufmg.br (C. Chavez-Olortegui), ekalapo@ich.ufmg.br, kalapothakis@gmail.com (E. Kalapothakis).

http: //dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.07.014
0041-0101/@ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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2002; Bortoluzzi et al., 2007; Ministério Da Satde, 2001,
2009). T. serrulatus is broadly distributed in Brazil. In
2012, there were more than 63,000 accidents due to T.
serrulatus in Brazil, representing 48% of all accidents
involving venomous animals (Academia Brasileira de
Ciencias, 2010; Ministério da Satde, SINAN, 2013).
Depending on the severity of the case, scorpion enven-
omation may cause complications and lead to death. These
animals are responsible for approximately 36% of deaths
arising from accidents with venomous animals, demon-
strating the importance of understanding scorpion enven-
omation in Brazil (Academia Brasileira de Ciencias, 2010;
Ministério da Satide, SINAN, 2013).

T. serrulatus venom (Ts venom) is comprised of several
substances such as mucus, salts, peptides, high molecular
mass proteins, hyaluronidase, proteases, hypotensive pep-
tides, nucleotides, lipids, and amino acids. Neurotoxins are
considered the most toxic components of scorpion venom
and are included in the peptide group. However, other
protein components from the venom, such as hyaluroni-
dases and proteases, also take part in the envenomation
process (Gwee et al., 1996; Fukuhara et al., 2003; Cologna
et al.,, 2009; Verano-Braga et al,, 2008, 2010; Alvarenga
et al,, 2012; Horta et al, 2014).

Proteases can cleave proteins at specific locations based
on the amino acid sequence, next to amino acid residues
located at the N- or C-terminus, or randomly. Proteases are
classified into four groups, according to the key amino acid
(serine, cysteine, or aspartic acid) in the catalytic site or
according to the need of a metallic ion to realize its func-
tion. These enzymes are important for cell metabolism; for
example, they take part in the post-translational process of
removing signal peptides and propeptides. Proteases can
also act as toxins, which are well characterized in spider
and snake venoms (Chaim et al., 2011; Serrano, 2013).
Among the proteases described for venomous animals,
metalloproteases are the most common. These proteases
need a bivalent ion as a cofactor to have proteolytic activity
(Markland and Swenson, 2013; Ortiz et al., 2014). The
proteolytic function in scorpions is not clear because
several species do not present evidence of these enzymes in
their venom composition; however, recent studies have
characterized proteases in scorpion venom (Costal-Oliveira
et al., 2012; Venancio et al,, 2013; Ortiz et al., 2014).

In some accidents involving T. serrulatus, symptoms of
acute pancreatitis have been observed (Possani et al., 1991;
Fletcher et al,, 1996; Ortiz et al., 2014). These symptoms are
caused by the proteases that cleave proteins from the
SNARE complex, which is responsible for the pancreatic
vesicular transport from the cytoplasm to the cell mem-
brane. Antarease is one of these proteases that has been
described by Fletcher et al. (2010). It specifically cleaves the
vesicle-associated membrane proteins (VAMPs) from the
SNARE family. The cleavage of these proteins disrupts the
transport of pancreatic vesicles to outside the organ,
causing pancreatitis.

In Ts venom, the only protease that has been described
is antarease; however, in this work, a great diversity of
proteases revealed from the Ts venom gland cDNA library is
presented. All sequences showed similarity and identity to
a class of zinc-dependent metalloproteases, thus forming a

new family of scorpionic metalloproteases, which are
named metalloserrulases (TsMS).

2. Methodology
2.1. Milking of venom

T. serrulatus scorpions were collected in the city of Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil (19° 53.8' S, 43° 57.8' W)
and kept in captivity for regular venom milking. The crude
venom was collected by electrical stimulation and solubi-
lized in 0.01% trifluoroacetic acid (Sigma—Aldrich).
Approximately 500 scorpions were used. The venom was
centrifuged at 16,000 x g and 4 °C for 10 min, and the su-
pernatant was recovered. The soluble fraction was dosed
using the Bio-Rad “Protein DC assay” Kit (Lowry et al., 1951),
and stored in the freezer at —20 °C until use.

2.2. cDNA library construction and protease clone
identification

The cDNA library used in this study was described
previously by Kalapothakis et al. (2001), The clones used in
this work were identified as proteases by homology to the
UniProt database using the BLASTx (Consortium, 2010;
Alvarenga et al, 2012). DNA sequencing reactions were
performed on both strands using M13 universal primers,
and the sequences were grouped in contigs by CodonCode
Aligner 4.0.

2.3. Bioinformatics analysis

Sequences were aligned using CodonCode Aligner 4.0
for contig formation and searched for similarity using the
BLAST platform, including the BLASTX tool against the
databank of nonredundant sequences. The cDNA sequences
were transcribed in silico before the next analysis. The
protein sequences were aligned among themselves using
the ClustalW program in the MEGA 5 platform (Tamura
et al, 2011). After the alignment, the similarity and iden-
tity percentages between the sequences were calculated.
The primary sequence alignments of the proteases were
visualized with the program Jalview 2.8 (Waterhouse et al.,
2009). The sequences were analyzed to identify the signal
peptide using the online program SignalP 4.1 (Petersen
et al., 2011), and the propeptide cleavage site was deter-
mined using the online program ProP 1.0 server (Duckert
et al., 2004). Additionally, the antarease protein sequence
deposited in the databank (P86392.2) was included in the
alignment analysis for the identification of possible
differences.

The sequence alignments were made using the MEGA 5
platform, and the tree was built with the neighbor-joining
algorithm (Zuckerkandl and Pauling, 1965; Tamura et al.,
2011). The search for similar sequences was performed using
the BLASTp tool in the UniProt database (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/BLAST/). A phylogenetic tree was constructed
using the metalloproteases described in this work and also
the ten most similar sequences to the TsMS 1 cDNA
sequence in three different taxa: Arachnida (Mesobuthus
eupeus ABR20110.1, ABR20111.1; M. martensii AHA36326.1;
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Haemaphysalis longicornis BAE72663.1; Ixodes scapularis
XP_002410665.1, XP_002416297.1, XP_002411551.1; Ixodes
ricinus CAO00625.1, CAO00626.1, and CAO00627.1); Insecta
(Nasonia vitripennis XP_003426006.1, XP_001607602.1;
Apis florea XP_003690654.1; A. mellifera XP_392978.3;
Ceratitis capitata XP_004520243.1, XP_004520244.1; Cam-
ponotus floridanus EFN68352.1, EFN68351.1; Acromyrmex
echinatior EGI57486.1; Megachile rotundata
XP_003705693.1); and Ophidia (Macrovipera lebetina
Q3ZD74.1, P83255.1,Q98995.1; Bothrops atrox C5H5D3.1; B.
asper 1NDI1_A; Lachesis muta rhombeata C5H5D6.1,
C5H5D5.1; Protobothrops flavoviridis Q90Z13.1; Gloydius
halys Q8AWIS.1; Ovophis okinavensis BAN89403.1). In
addition, the ten most similar sequences to TsMS 10 were
searched without taxonomic distinction: (Strong-
ylocentrotus purpuratus XP_798822.3; Capitella teleta
ELT99995.1; Trichoplax adhaerens XP_002113430.1,
Drosophila mojavensis XP_002012368.1; Pan troglodytes
BAK62694.1; Vicugna pacos XP_006202893.1; Camelus ferus
XP_006188501.1; Ciona intestinalis XP_002130786.2; Bran-
chiostoma floridae XP_002589136.1).

To determine the pairwise alignment of the mature pri-
mary TsMS sequences, the (http://www.ebi.ac.uk Tools /psa/
emboss_needle/“ . t"_blank) site was used, which generated
similarity and identity percentages between the sequences.
Sequences were considered mature after the removal of the
propeptide and signal peptide. The clone for TsMS 10 did not
present a propeptide or a signal peptide sequence.

2.4. Fibrinogen cleavage

Fibrinogen from bovine plasma (0.5 mg/mL, Sigma-
—Aldrich) in Tris—HCI buffer (50 mM Tris—HCI pH 8.0;
150 mM Nadl, 2 mM ZnSOg4, 0.5 mM MgCl,, and 0.5 mM
CaCly) was used as the substrate solution. Whole Ts venom
(3 ug) in 10 pL of substrate solution was incubated at 37 °C.
The assay was interrupted by the addition of sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) sample buffer containing reducing agent (100 mM
Tris—HCI, pH 6.8, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue, 10% -
mercaptoethanol, and 20% glycerol), and incubated for
5 min at 100 °C. The visualization of cleavage was made in
12% SDS-PAGE gel (Laemmli, 1970). The proteolytic activity
of the venom was evaluated in relation to the cleavage time
at 1, 4, and 16 h. Class-specific protease inhibitors were
tested [10 mM EDTA, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 20 uM E-64, and 20 nM pepstatin A, all from Sig-
ma—Aldrich]. After the cleavage assay, the samples were
submitted to 12% SDS-PAGE.

2.5. Screening of the metalloserrulase cleavage site

The specificities of the Ts venom proteases were
analyzed using a library of 3375 internally quenched fluo-
rogenic peptide substrates divided into 512 microtiter plate
wells (Mimotopes, Melbourne, Australia). This library has
been previously validated through substrate specificity
profiling of both purified recombinant proteases and
complex biological fluids (Thomas et al., 2006; Watson
et al.,, 2011). These probes remain optically silent in the
uncleaved state, but upon cleavage they emit a fluorescence

signal with intensity proportional to the extent of cleavage.
Peptides in this library contain the sequence MCA-G-G-G-
1st-2nd-3rd-G-G-DPA-K-K, where MCA corresponds to 7-
methoxycoumarin-4-acetic acid (fluorophore) and DPA
corresponds to NP-(2,4-dinitrophenyl)-L-2,3-
diaminopropionic acid (quencher). Two C-terminal lysine
residues were included to improve the aqueous solubility
of the hydrophobic sequences. The 1st, 2nd, and 3rd amino
acids correspond to variable residues comprised of equi-
molar mixtures of A/V, DJE, F/Y, /L, K/R, N/Q, S/T, or P. Thus,
each well of the library contained an equimolar mixture of
up to eight individual peptides. Excluded residues either
are chemically incompatible (Cys, Met), interfere with
fluorescence (Trp), or are rarely found in protease cleavage
sites (His).

The peptides in each library well (5 nmol of total pep-
tide per well) were dissolved in 5 pL of 50% acetonitrile in
ultrapure water and further diluted in 45 pL of sterile-
filtered Tris—HCl buffer (30 mM Tris—HCl, pH 8.0,
150 mM NaCl, 2 mM ZnSQ4, 0.5 mM MgCl,, and 0.5 mM
CaCly). The Ts venom was diluted in this same buffer at a
final concentration of 40 ug/ml (2 pg of Ts venom per well).
After a blank measurement, 50 uL of the Ts venom—buffer
solution was added to perform the assay.

Time-resolved fluorescence data were obtained on a
Varioskan Flash multimode reader (Thermo Scientific)
using excitation and emission filters of 320 nm and 420 nm,
respectively, with readings taken every 2 min for 1 h at a
constant temperature of 37 °C. To measure the fluorescence
saturation and other nonspecific cleavage sites by the Ts
venom proteases, the plates were sealed with a plate-
sealing film and incubated in the dark for 48 h at 25 °C.
The fluorescence values were calculated after subtraction
of the blank readings.

3. Results
3.1. Protease clone identification

A total of 1629 clones were sequenced to determine the
transcriptome of the Ts venom gland. From this total, 36
were identified as metalloproteases, representing 2.2% of
all sequenced transcripts.

The clones were identified using the BLASTX tool against
a nonredundant databank, and then they were aligned. Ten
protease sequences were found, forming five contigs (two
or more sequences encoding the same protein) and five
singlets (single sequence). The sequences were nominated
as metalloserrulases (TsMS), followed by a number. The
distribution of clones and GenBank access code number is
shown in Table 1.

3.2. Identification of the TsMS domains

The deduced amino acid sequences of TsMS 1-9 were
aligned with the mature sequence of antarease, a metal-
loprotease isolated from Ts venom by Fletcher et al. (2010)
(P86392.2). This alignment presented similarities varying
from 46% to 95%. TsMS 10 presented the highest primary
sequence divergence (11—23% among all TsMS), indicating
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Table 1
Metalloprotease clone distribution in contigs and GenBank access code
number.

Metalloserrulase MNumber of clones GenBank Access
code number

TsMS 1 4 KM115016
TsMS 2 14 KM115017
TsMS 3 1 KM115018
TsMS 4 1 KM115019
TsMS 5 5 KM115020
TsMS 6 1 KM115021
TsMS 7 1 KM115022
TsMS 8 3 KM115023
TsMS 9 1 KM115024
TsMS 10 5 KM115025
Total 36

that this protease belongs to a different group of metal-
loproteases (Fig. 1).

Using the programs SignalP 4.1 and ProP 1.0, the pres-
ence of a signal peptide and a propeptide were identified in
TsMS 1, 2, 4, 6, 7, 8, and 9. Full-length clones were not ob-
tained for TsMS 3 or 5; however, the partial putative mature
sequences are presented (Fig. 1A).

TsMS 1-9 present the conserved region H-E-x-x-H-x-x-
G-x-x-H-D, which includes a zinc-binding site and the
catalytic site, indicating that they belong to a metal-
loprotease class. They also present a conserved methionine,
which is 25—35 amino acid residues away from the first
histidine of the zinc-binding motif. This methionine is
located in the hydrophobic loop that directs this residue to
the catalytic site. The zinc-binding site along with the
methionine loop is common to the metzincin family
(Fig. 1A) (Bode et al, 1993; Hooper, 1994; Seals and
Courtneidge, 2003). Metalloproteases have a conserved
glycine residue in the catalytic site; however, TsMS 3 has a
substitution of this glycine for an alanine ( position 347 of
the alignment, Fig. 1), which probably does not significantly
alter the enzymatic activity of this protein.

Although TsMS 10 also presents a zinc-binding site, its
pattern is different from the other nine TsMS (N-A/V-x-x-
H-E-x-X-H/E-X-X-X-D/Y-A/H-x-X-X-X-x-R). This site is
discontinuous, indicating that the three-dimensional
conformation is the one responsible for the correct for-
mation of the zinc-binding site (Fig. 1B). The alignment
made using the nonredundant databank with the BLAST
program indicates that TsMS 10 presents a high similarity
with the gluzincin and M13 metalloprotease families
(Rawlings and Barrett, 1995; Fernandez et al, 2001).

TsMS 1-9, but not TsMS 10, presented a conserved
pattern of eight cysteine residues (Fig. 1A), suggesting that
these enzymes may be stabilized by four disulfide bridges.
In addition, TsMS 1, 2, 4, 6, 7, and 9 presented extra cyste-
ines (1, 2, 1, 1, 1, and 1, respectively), which may not be
related to the disulfide bridge formation.

The mature forms of TsMS 1, TsMS 2, and TsMS 3
showed, respectively, 95%, 70.9%, and 45.3% similarity with
the T. serrrulatus metalloprotease antarease (P86392.2),
with TsMS 2 being the most predominant clone (Table 1).
Fig. 1A shows the alignment TsMS 1-9 described in this
work.

3.3. Phylogenetic tree

A total of 49 sequences were used to construct the
phylogenetic tree, including the TsMS sequences described
in the present study and 39 sequences coding for other
proteases previously found in scorpions (3 sequences),
ticks (7 sequences), snakes (10 sequences), insects (11 se-
quences), and others (8 sequences). The Arachnida se-
quences formed a single clade that included exclusively
proteases isolated from T serrulatus, ie., TsMS 1-9 and
antarease (P86392.2). The Insecta and Ophidia sequences
formed another two individual clades, showing strong
cohesion among the analyzed taxa. TsMS 10 was grouped in
an outer clade from the other sequences, reinforcing that
this enzyme belongs to a new metalloprotease family
present in Ts venom (Fig. 2).

3.4. Identity/similarity analysis

Identity/similarity percentages analyses among the
TsMS sequences are presented in Table 2. The mature
proteins of TsMS 1 and TsMS 2 showed 56.7% identity (the
identical amino acid in the same position in the primary
sequence), while the similarity (the substitution of amino
acids with similar biochemical properties) value was 73.5%.
Table 2 shows the results for all ten TsMS sequences.
Identity/similarity percentages were higher when the
signal peptide and propeptide sequences were included in
this analysis (results not shown).

3.5. Fibrinogen cleavage

Cleavage of fibrinogen by crude Ts venom was observed
by SDS-PAGE; in particular, cleavage was detected for the o
and B chains of fibrinogen. Ts venom was capable of
partially cleaving the o« chain in 1 h. In 4 h, it cleaved the
whole o chain and part of the B chain; and in 16 h, it
completely cleaved both chains (Fig. 3A), showing that Ts
venom has fibrinogenolytic activity.

In the class-specific protease inhibitor assay, the Ts
venom was incubated with fibrinogen for 16 h. The in-
hibitors EDTA (metalloprotease inhibitor), PMSF (serine
protease inhibitor), E-64 (cysteine protease inhibitor), and
pepstatin A (aspartic acid protease inhibitor) were added to
the venom before incubation with the substrate. Only EDTA
was capable of partially inhibiting the proteolytic digestion
caused by the venom, suggesting that the venom has pre-
dominantly metalloproteases (Fig. 3B).

3.6. Screening of the TsMS cleavage site

The enzyme Kinetics reaction identified only six wells
with an increase in fluorescence after incubation for 1 h
with Ts venom (Fig. 4A). As described in the Methods sec-
tion (REPLI kit), the sequence of the analyzed peptides was
MCA-G-G-G-1st-2nd-3rd-G-G-DPA-K-K. The peptides pre-
sented in these six wells had the following amino acids for
the 1st, 2nd, and 3rd positions: A/V, K/R, and K/R (well 10);
K/R, K/R, and K/R (well 74); N/Q, K/R, and K/R (well 202); I/
L,K/R, and K/R (well 266); P,K/R, and K/R (well 330); and S/
T, K/R, and K/R (well 394). These results showed the
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Fig.1. Alignment of metalloserrulases and antarease A) The alighment was performed with the mature protein sequences of TsMS 1-9 and antarease (P863922)
using the program Jalview 2.8. The blue color indicates similarity between sequences, and the darker color intensity indicates a greater similarity between the
regions. The consensus sequence is indicated. The red horizontal line indicates the signal peptide for TsMS 1-9. The horizontal blue line indicates the presence of
a propeptide of approximately 150 amino acid residues. Residues in green indicate the zinc-binding site conserved in TsMS 19 and antarease (HExxHxxGxxHD).
The methionine present on the Met-loop site is highlighted in black. The eight conserved cysteines for TsMS 1-9 and antarease are highlighted in red, indicating
that these enzymes can be stabilized by four disulfide bridges. The differences between the primary sequences of TsMS 1 and antarease are highlighted in
transparent boxes. B) Sequence of TsMS 10 shows a discontinuous zinc-binding site, also highlighted in green (N-A/V-x-x-H-E-x-x-H [E-X-X-X-D/ Y-A/H-X-X-X-X-X-
R). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

constant presence of lysine or arginine residues at positions PRK) are present in the primary sequence of bovine
2 and 3 and a variable amino acid at position 1. The wells fibrinogen.

that showed a high fluorescence signal had the following In addition to the peptides identified during the
combinations as the first amino acid: A/V, K/R, N/Q, and P. enzyme Kkinetics assay, another 20 wells showed an in-
The wells that showed a low fluorescence signal in the ki- crease in fluorescence after incubation for 48 h. With this
netics assay had I/L or S/T residues in position 1. Some of period of time, the cleaved peptide sequences were vari-
these sites identified above (RRK, PRK, TRR, QKK, IRK, and able. The predominant residues found at the first position
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Fig. 2. Phylogenetic tree of T. serrulatus metalloserrulases and other metalloproteases. The tree was constructed with sequences having the greatest similarity
with the deduced protein sequence of TsMS 1. Searches were conducted using a nonredundant database of sequences between the taxa Arachnida, Insecta, and
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Table 2
Identity (gray — lower) and similarity (white — upper) percentages of the TsMS mature sequences.
TsMS 1 TsMS 2 TsMS 3 TsMS 4 TsMS5 TsMS 6 TsMS 7 TsMS 8 TsMS9 TsMS 10

TsMS 1 735 488 54.7 44.6 60.5 61.1 519 63.0 191
TsMS 2 51.7 55.1 47.7 63.7 60.2 57.0 61.1 173
TsMS 3 447 517 49.4 492 453 488 175
TsMS 4 41.6 512 49,6 46.7 502 233
TsMS 5 710 54.0 48.0 572 15.8
TsMS 6 719 64.7 74.5 113
TsMS 7 702 704 17.7
TsMS 8 59.0 19.4
TsMS 9 13.0
TsMS 10

were I/L, K/R, and N/Q, representing 74% of the total resi-
dues at this position. The second and third positions
showed less variation in the amino acid composition, with
the predominant presence of lysine or arginine with 53%
and 37%, respectively (Fig. 4B). It was observed that pro-
teolytic cleavage occurred rather close to basic residues
and that the amino acid lysine or arginine was present in
79% of the peptides present in the wells that had sec-
ondary cleavage. The amino acid residues found after
substrate incubation with Ts venom proteases for 48 h
confirmed the data acquired in the kinetics assay, in which
the second and third amino acid residues were lysine or
arginine showing that these proteases preferably recog-
nize basic residues as cleavage sites.

4. Discussion

The transcriptome of the venom gland from scorpions
has brought to light several new venom components such
as neurotoxins and enzymes like hyaluronidases, pro-
teases, and phospholipases (Almeida et al., 2002; Fletcher
et al, 2010; Seyedian et al., 2010; Costal-Oliveira et al.,
2012; Verano-Braga et al., 2013; Horta et al,, 2014). In this
work, the sequence details from ten new metalloproteases
expressed by the venom gland of the yellow scorpion T.
serrulatus are described. The metalloproteases are an
important class of proteases that depend on a metallic
atom to perform their full functionality. These enzymes
are divided into several groups and families. The zinc
metalloproteases are a very diverse group, and they are
classified according to their zinc-binding site (Hooper,
1994). For example, the metzincin family has the zinc-
binding site H-E-x-x-H-xX-X-G-x-x-H-D and a hydropho-
bic loop with a methionine that forms a hydrophobic base
for the binding between the histidine residues and zinc
(Bode et al., 1993; Hooper, 1994; Stocker and Bode, 1995).
This family has several members of snake venom metal-
loproteases (SVMPs), such as ADAMSs (A Desintegrin and
Metalloprotease), with different biochemical functions
(Seals and Courtneidge, 2003). Besides this class, the glu-
zincin family stands out for having the zinc-binding site H-
E-x-x-H/....E. The glutamic acid residue, far from the

histidines, is the third ligand for the Zn atom and is
approximately 24—64 residues from the catalytic site
(Hooper, 1994). Proteases of the metzincin family are
present in several animal venoms such as spiders and
serpents (Chaim et al, 2011; Markland and Swenson,
2013). TsMS 1-9 presented high similarity with the pro-
teases described in this family, while TsMS 10 presented
high similarity with the gluzincin family. Due to the sim-
ilarity with these metalloprotease classes, these novel
proteases were named metalloserrulases (TsMS) for T.
serrulatus metalloproteases.

The TsMS sequences were obtained from a venom gland
cDNA library; the mRNA for the library was obtained 2 days
after venom milking by electroshock treatment
(Guatimosim et al., 1999; Kalapothakis et al., 2001). The
protease clones represented 2% of the total 1629 sequenced
clones with a positive match, which does not discard the
possibility of the existence of other protease families that
have not yet been studied. However, the transcriptome
analysis was made in an amplified library; therefore, the
relative amount of transcripts may be different from that
found in this study, since some clones might have been
preferentially amplified.

The primary structures of these enzymes showed the
presence of a signal peptide and a propeptide, the typical
protein structure also found for the neurotoxins expressed
by this venom gland (Kalapothakis et al, 2001). The pro-
peptide may serve as an inhibitor, and its removal is related
to the full activation of enzymes and toxins (Van Wart and
Birkedal-Hansen, 1990; Becker et al., 1995; Anders et al.,
2001; Loechel et al,, 1998; Kang et al., 2002). Fletcher et al.
(2010) purified the protease antarease from Ts venom, a 25-
kDa enzyme; this mass matches those of the mature TsMS
1-9 forms whose deduced amino acid sequences have the
following masses: TsMS 1, 25.64 kDa; TsMS 2, 25.51 kDa;
TsMS 3, 22.06 kDa; TsMS 4, 26.07 kDa; TsMS 5, 20.67 kDa;
TsMS 6, 26.48 kDa; TsMS 7, 27.57 kDa; TsMS 8, 27.53 kDa;
TsMS 9, 25.92 kDa; and TsMS 10, 47.45 kDa. The immature
TsMS proteins showed an average molecular mass of
43 kDa (data not shown), including the propeptide and
signal peptide. In serpents, propeptide processing in the
lumen of the venom gland can ensure that the other venom

Ophidia. Proteases of these groups showing strong similarities are in the same clade, with separate branching for each taxa, and are indicated by different colors.
Due to the sequence differences, TsMS 10 was also used as a basis for searching the database. From this search, ten different sequences were selected and used to
make this phylogenetic tree. The tree shows that TsMS 1-9 belong to the metzincin family, while TsMS 10 belongs to the gluzincin family. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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A) general, such symptoms are not observed in scorpion
M 1 2 3 4 5 6 stings, except for a few species such as Hadruroides lunatus
To0— b — (Costal-Oliveira et al, 2012). For T serrulatus, venom
1°°—’= asy disruption of the extracellular matrix and blood coagula-
70—> tion problems are not observed because the proportion of
55— ——w 53. ﬂ b proteases andjor the protease activity in the scorpion
B0 v 1 : venom is much lower.
_— - Ridas The gluzincin protease family, of which TsMS 10 belongs,
- e is involved in several biological processes, such as the con-
25— S version of angiotensin | into angiotensin Il (Hooper, 1994).
This protease family includes thermolysin, neprilysin,
endopeptidase-24.11, angiotensin-converting enzyme, and
aminopeptidase metalloproteases, which are found in
15—> g mammals and bacteria (Hooper, 1994). Among the gluzincin
subfamilies, TsMS 10 resembles endopeptidase-24.11 as they
have similar amino acid patterns at their catalytic site. This
i m o " subfamily has N-endopeptidase activity, with preferential
10 —> cleavage at hydrophobic amino acids (Le Moual et al., 1991;
Bland et al., 2008). The specificity of gluzincin family pro-
B) M 1 2 3 4 5 6 7 teases for hydrophobic amino acids suggests that TsMS 10
gg:; _ has important post-translational modification activity, such
100—> w— as cleaving the signal peptide from venom components.
70—> B% To determine the proteolytic activity of the venom, a
55— Y — ’ —— - ﬁbrmogep d]gfes'tlon' assay was performed. To detect the
H0—> w— proteolytic activity, it was necessary to use more than 3 pug
s—> : of venom, a huge amount when compared to the median
o oy lethal dose (LDsg) for mice, which is 12.14 pug per 20 g of
25— . mouse weight (Mendes et al.,, 2008). Bello et al. (2006)
characterized the proteolytic activity of the Bothrops leu-
curus serpent venom using the fibrinogen cleavage assay.
15—> . Proportionally to our assay, they used 31 times less venom,
considering the venom/substrate (w/w) ratio.
The assay was performed with fibrinogen (Fig. 3), and it
3 was observed that the Ts venom had proteolytic activity on
the fibrinogen « and B chains. Proteolytic activity on casein
0 —>

Fig. 3. Fibrinogen degradation by T. serrulatus venom The degradation of
fibrinogen by Ts venom was determined by 12% SDS-PAGE. A) M, molecular
weight marker; 1, 3 pg of Ts venom; 2, 5 pg of Ts venom; 3, 5 pg of fibrin-
ogen, arrows indicate the chains « (63.5 kDa), p (56 kDa), and vy (47 kDa).
Lanes 4—6, degradation of 5 pg of fibrinogen per 3 pg of Ts venom after
incubation for 1, 4, and 16 h, respectively. The diffuse bands with low mo-
lecular weight Ts venom correspond mainly to neurotoxins. The amount of
venom used in the assay was insufficient to provide high-mass bands that
included the proteases. B) Inhibition assay of dass-specific Ts venom pro-
teolytic activity. Ts venom (3 pg) was incubated for 16 h with 5 pg of
fibrinogen with a class-specific protease inhibitor at the appropriate con-
centration. M, molecular weight marker; 1, 3 pg of Ts venom; 2, 5 pg of
fibrinogen; arrows indicate the chains « (63.5 kDa), p (56 kDa) and ¥y
(47 kDa). Lane 3: incubation of 3 pg of Ts venom with 5 pg of fibrinogen; lane
4: positive control assay; lane 5: 10 mM EDTA; lane 6: 2 mM PMSF; lane 7:
20 pM E-64; lane 8: 20 pM pepstatin A

components are not degraded. This processing is inter-
esting, since these proteases may have activity on the
extracellular matrix (Hite et al., 1992; Grams et al., 1993; Jia
et al,, 1996; Siigur et al, 1996).

TsMS 1-9 are related with the ADAM family proteases,
belonging to the metzincin class of metalloproteases
commonly found in serpents and directly involved in
poisoning, degrading tissues, and affecting the blood
coagulation process (Seals and Courtneidge, 2003). In

was also detected (data not shown). The proteolytic activity
was partially inhibited with the addition of EDTA; the trace
activity might be due to some residual TsMS activity or
activity from another class of proteases. However, no other
class-specific protease inhibitor was able to detectably
inhibit the proteolytic activity in the fibrinogen assay.
Specific inhibitors for metalloproteases, serine proteases,
cysteine proteases, and aspartic acid proteases were used.
Thus, if there are any other non-metalloproteases in the
venom, they may be in a much lower concentration than
the TsMS enzymes and/or not active on fibrinogen. Brazon
et al. (2014) showed fibrinogenolytic activity in Tityus dis-
crepans venom and suggested the presence of metal-
loproteases and serine proteases in this venom. The
presence of serine protease in scorpion venoms is also
indicated by other authors (Gao et al, 2008; Louati et al.,
2011). Other studies with Ts venom have detected proteo-
lytic activity with substrates such as bovine gelatin B by
zymography, VAMP-2 and VAMP-8 by peptide proteolysis,
and fluorescence resonance energy transfer substrate
peptide Abz-FLRRV-EDDnp (Almeida et al., 2002; Fletcher
et al, 2010; Venancio et al, 2013) reinforcing the data
found in this study.

The presence of venom components with partial post-
translational processing suggests a strong relationship be-
tween the toxin maturation process and protease activity
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Proteolytic kinetics of T. serrulatus venom
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Fig. 4. Screening of the substrate cleavage site by metalloserrulases and the kinetics of proteolysis. The substrate cleavage site specificity by the Ts venom
proteases was determined with a REPLi kit. A) The kinetics assay showing only the reactive wells within 1 h of incubation. All wells have K/R in the second and
third positions. The first amino acids are highlighted in the figure legend, beside the reference kit number. B) Identification of the secondary cleavage site
(incubation for 2 h) by the Ts venom proteases. The graphics show the percentages of each amino acid found in the first, second, and third positions.

with the cleavage site close to a basic K or R residue. Most
toxins have a lysine residue as the first amino acid and GKK
at the C-terminus. Martin-Eauclaire et al. (1994) described
the LDsp variation in mice treated with the toxins TslII, TsIV,
and TsV (currently named Ts3), which present different
sequences at the C-terminus. While the precursor of these
toxins has the sequence GKCKSGKK at the C-terminus, the
TsV toxin has GKCKSGK, with an LDsp of 0.2 ug with sub-
cutaneous injection (SC); the TsIV toxin has GKCKS, with an
LDsq of 0.4 ng SC; and the TsllI toxin has GKC, with an LDsg
of 2.5 ug SC. The remaining primary sequence is the same
for all of these toxins, illustrating the importance of post-
translational modifications made by proteases.

Peptidomic studies from scorpion venom have shown a
high diversity of peptides that originate from the degra-
dation of a larger protein (Rates et al., 2008). These findings
suggest that a few of the gland's transcripts can lead to a
variety of peptides after post-translational modifications.
One of the causes for such modifications is the protease
activity from the venom gland (Verano-Braga et al., 2013).
The TsMS diversity found may indicate different specific-
ities for certain active sites.

The work by Fletcher et al. (2010) presents evidence that
the metalloprotease antarease may be responsible for the
pancreatitis observed in some cases of envenomation by T.
serrulatus. They found that the cleavage sites of VAMP-2
and -8 proteins, recognized by antarease, were close to
residues KRK and RK, respectively, reinforcing the results
found in this study. This fact suggests that these enzymes
can also be a target of investigation for the production of
antiscorpionic serum. The discovery of which proteases
might have specific harmful effects to people stung by a
scorpion, along with other components such as neuro-
toxins, could improve the quality of the produced serum
(Chavez-Olortegui et al., 1997; Guatimosim et al., 2000;
Machado De Avila et al, 2004; Alvarenga et al., 2005;
Mendes et al., 2008; Duarte et al.,, 2010). The results
would provide better protection and counteract symptoms
triggered by the components that are not neurotoxins.

5. Conclusion

In this work, ten new enzymes produced by the venom
gland of the scorpion T serrulatus were identified and
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partially characterized. This diversity of metalloproteases
in the venom strengthens a new area of research on scor-
pion venom and its potential impacts on poisoning cases as
well as the evaluation of the inclusion of these enzymes in
specific treatments for those injured, including the pro-
duction of antiserum.
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Abstract

Prochilodus lineatus (curimba) is an important Brazilian freshwater migratory fish with
substantial economic importance in fishing. The complete mitochondrial genome of P. lineatus

Keywords

Complete mtDNA, curimba, next generation
sequencing

is 16,699bp and contains 13 protein-coding genes (PCGs), 2 RNA genes, 22 tRNA genes and

one control region (D-loop). The mtDNA of P. lineatus is the fist mitogenome of the
Prochilodontidae family to be fully characterized. All of the PCGs in the mtDNA use the
standard ATG start codon, with the exception of Cox7 that utilizes the GTG start codon. Six of
the 13 PCGs contain TAA stop codons, two contain the incomplete stop codon TA- (Atp6 and
Nd6), and five contain the incomplete stop codon T- - (Nd2, Cox2, Nd3, Nd4 and Cytb).

The freshwater fish Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),
commonly known as the curimba, is a member of the
Prochilodontidae family (Characiformes, Anostomoidae). Prochi-
lodus lineatus naturally inhabits the Parani-Paraguai basin and
the Paraiba do Sul River. From a commercial perspective,
P lineatus is one of the most important fish in the Grande
River (Castro & Begossi, 1995). Curimba can weigh up to 6kg
and reach 60 to 70 cm, although most individuals are 30 to 40cm
in length. Prochilodus lineatus migrates upstream to reproduce in
the rainy season (from November to March) and is the most
studied potamodromous fish in the neotropics.

Curimba display iliophagous feeding habits, what means it
feeds moving the river substrate to eat algae, crustacean larvae
and other organisms in the mud. This behavior makes the curimba
a very important species for the ecosystem and economic
subsistence (Castro & Vari, 2003: Yazbeck & Kalapothakis,
2007). Within the Characiformes order, Prochilodontidae is the
only family lacking a complete published mitochondrial genome
sequence. This lack of a published sequence has hindered the
inclusion of Prochilodontidae in important phylogenetic studies
(Nakatani et al., 2011).

The DNA was extracted from the muscle tissue of a P. lineatus
individual collected from the Grande River, Minas Gerais. Brazil
(20°01'53.8" S, 48713'27.5" W). A genomic library was con-
structed and sequenced via MiSeq (Illumina, San Diego, CA)
technology using a paired-end 250 bp strategy. The assembly was
produced using Mira 4.0 (San Francisco, CA) (Chevreux et al.,

History
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1999). The full mitochondrial genome was 16,699 pb in length
(GenBank accession number KM245045), solved with 296:x
coverage. The mtDNA displayed a GC content of 44%, with
individual base frequencies of 30% A, 16% G, 26% T and 29% C.
The genome was annotated using the MitoFish webserver: http://
mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/annotation/input.html (Iwasaki et al.,
2013) and contained 2 rRNA, 22 tRNA and 13 protein-coding
genes (PCGs).

Genes in P. lineatus were arranged similarly to those in a
typical vertebrate mitogenome. The Cox/ gene contained the
GTG start codon, and all other PCGs displayed the usual ATG
start codon. Six of the 13 PCGs contained a TAA stop codon
(N1, Coxl, Atp8, Nd4L, Nd5 and Nd6); five displayed the T——
incomplete stop codon (Nd2, Cox2, Nd3, Nd4 and Cyth); and two
displayed the TA- incomplete stop codon (Atp6 and Cox3). The
T-- and TA- codons were completed during posttranscriptional
polyadenylation (Ojala et al., 1981).

A 104 1-bp control region, or displacement loop (D-loop), was
located between the tRNA™™ and tRNA™ loci (Table 1). Seven of
the 22 tRNAs (IRNAS"™ (RNAM® (RNA™", (RNA®Y, (RNA™
tRNA®™ and tRNA®"™) and one PCG (Nd6) were encoded on the
light (L) strand. The remaining genes were encoded on the heavy
(H) strand (Table 1). All tRNAs ranged from 67 to 75bp in length,
and each folded into a typical secondary structure. Some genes
presented overlapping coding sequences (lR_NA"“. tRNA®"™ and
rRNAM: Asp8, and Atp6: Nd4L and Nd4; Nd5, Nd6, and tRNA™;
tRNA™ and (RNA®™), most of which overlapped by a single base.
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Table 1. Annotation of mtDNA of P. linearus.
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Position Codon
Start Stop

Gene From (bp) To (bp) Size (bp) Amino acid codon codon Strand
RNAM® 1 68 68 H
128 rRNA 69 1020 952 H
RNAYH 1021 1092 72 H
168 rRNA 1003 2771 1679 H
RNAM? 2772 2846 75 H
Ndi 2847 3821 975 324 ATG TAA H
RNA"™ 3830 3901 72 H
RNASH 3900 3970 71 L
RN AMe 3970 4038 69 H
Nd2 4039 5083 1045 348 ATG T—— H
tRNATP 5084 5155 72 H
RNAME 5158 5226 69 L
RNAM" 5228 5300 73 L
RNACH 5332 5398 67 L
RNATT 5400 5470 71 L
Coxl 5472 7019 1548 515 GTG TAA H
tRNAS? 7020 7090 71 L
RNAMP 7006 7168 73 H
Cox? 7183 7873 691 230 ATG T—— H
RNAM 7874 7048 75 H
Ap& 7950 2117 168 35 ATG TAA H
Alp6 3108 8790 683 227 ATG TA- H
Cox3 8791 9575 785 261 ATG TA- H
RNASY 9576 9647 72 H
Nd3 9648 9996 349 116 ATG T—— H
RNAME 9997 10,066 70 H
Nd4L 10,067 10,363 297 98 ATG TAA H
Nd4 10,357 11,737 1381 460 ATG T—— H
RNATS 11,738 11,806 69 H
tRNAS! 11,807 11,874 68 H
RNAM! 11,876 11,948 73 H
Nd5 11,949 13,787 1839 611 ATG TAA H
Nd6 13,784 14,302 519 172 ATG TAA L
RNATH 14,303 14,371 69 L
Cyth 14,377 15,517 1141 378 ATG T—— H
RNAT 15,518 15,589 72 H
RNA™ 15,589 15,658 70 H
D-loop 15,659 16,699 1041 N/A

H, heavy strand; L, light strand.
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Scorpionism represents a serious public health problem resulting in the death of children and debiliated
individuals. Scorpion sting treatment employs various strategies including the use of specific medicines
such as antiserum, especially for patients with severe sympmoms. [n 1909 Charles Tedd described the
production of an antiserum against the venom of the scorpion Buthus guinguestrigius, Based on Todd's
work, researchers worldwide began producing antiserum using the same approach Le., immunization of
horses with crude venom as antigen. Despite achieving satisfactory results wsing this approach, re-
searchers in this field have developed alternative approaches for the production of scorpion antivenom

’;Dm;;f serum Im this review, we describe the work published by experts in toxinology to the development of
Antivenam scorpion venom antiserum. Methods and results describing the use of specific antigens, detoxified
Immunization venom or toxins, purified toxins and or venom fractions, native toxoids, recombinant toxins, synthetic
Venom peptides, monoclonal and recombinant antibodies, and alternative animal models are presented.

Serum neutralization
Soompionism

@ 2015 Elsevier Lod. All rights reserved.

1. Introduction
11, Biologic generalities

Scorpions inspire fear due to their venomous sting as well as to
their fearful appearance. On the other hand, they also inspire
fasdnation, due to their imposing behavior and predatory habits.
They were venerated by andent Egyptians and sacred to lsis, the
goddess of rebirth. Having adapted to terrestrial ecosystems over
the last 425 million years they represent one of the best-adapted
terrestrial arthropods occupying most tropical and temperate
zone habitats without alterations to their anatomy over time and
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between species (Beccaloni, 2009), Irrespective of genetic diver-
gence, their morphology has not undergone great vanation, basi-
cally corresponding to 3 ecomorphological patterns mostly relating
to the substratum type (ie., lithophilic, psammophilic, and pelo-
philic scorpions) { Beccaloni, 2009), body size, and the combina-
tional armor: large palps vs. reduced telson/weak venom and vice
versa (Mebs, 2002; Prendini and Wheeler, 2005).

According to an updated and reliable internet site operated by
Jan Owve Rein (http:/fwww.ntnuno/ub/scorpion-files/index.php),
there are more than 2000 extant species comprising 195 genera
and 15 families. Of these, only about 25—50 species (according to
various resources eg., hitp://scorpionamnh.org and http://www.
whoint/femc/amrhtml; Chippaux and Goyffon, 2008) are consid-
ered to be of medical importance, With the exception of only one
species which belongs to the Hemiscorpiidae family | Hemiscorpius
lepturus) endemic to Iran, Irag, Pakistan, and Yemen (Chippaux and
Goyffon, 2008; http://www.ntnuwnofub/scorpion-files/h_lepturus.
hitm), all other scorpion species posing serious danger to humans
belong to the family Buthidae, Genera that draw the most attention
in many countries and in relevant literature due to the morbidity
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associated with their venoms are: Centruroides (North and Central
America, Colombia), Tityus {South America), Androctonus, Leiurus,
Buthus (North Africa and Middle East), Parabuthus (South Africa),
and Mesobuthus (India) (Chippaux and Goyffon, 2008; Beccaloni,
2009). However, not all species belonging to the above genera are
dangerous to humans. For example, the venom of Mesobuthus
gibbosus endemic to the Balkan Peninsula and Turkey is milder
compared to that of Mesobuthus tumulus endemic to India
(Beccaloni, 2009),

1.2. Scorpionism

Scorpionism is a neglected public health threat that refers to
accidents associated with scorpion stings and is considered a
serious health issue in developing countries (WHO, 2007). Reports
describing accdents involving scorpion stings assodated with
greatest severity primarily originate from Central and South
America, North Africa, the Middle East, and Southwest Asia
(Chippaux and Goyffon, 2008).

The main symptoms assocdated with scorpion stings are intense
local pain, sweating, tachypnea, tachycardia, agitation, pancreatitis,
pulmonary edema, hemolysis, and necrosis (Espino-Solis et al,
2009; Borchani et al, 2011a, 2011b; Khattabi et al., 2011). The
severity of scorpion envenomation depends on the body mass,
sensitivity of the victims, the amount of venom injected, and the
species of scorpion.

After snakebites, scorpion stings re present the primary source of
human envenomation worldwide (Mebs, 2002; Espino-5olis et al,,
2009). Scorpionism represents a serious public health problem
mainly in MNorth Africa, the Middle East, and Central and South
America. However, in areas of the world where adequate care is
available, the use of appropriate antivenoms and others medical
care has resulted in impressive decreases in mortality rates
(Chippaux et al., 2011; Chippaux and Goyffon, 2008).

The treatment of scorpionism aims to combat symptoms using
analgesics and serotherapy. The effectiveness of the treatment is
directly related to the amount of time that elapses between the
accident and the administration of the antivenom. According to the
Brazilian Ministry of Health, antivenom must only be administered
intravenously by doctors in a hospital setting. The patient's vital
signs must be constantly monitored, and any changes to the pa-
tient's clinical status requiring medical intervention must be
rapidly performed by trained medical staff (Ministério da Sadde,
2001).

1.3. The epidemiology of scorpionism

131 Oid world

Among North African countries, the highest rates of scorpionism
originate in Tunisia (420 per 100000 inhabitants) (Mjah et al,
2001) resulting in 50 deaths/year (Mansour, 2001); although
more recent reports indicate that Algeria may now have higher
incidence rates {Chippaux etal, 2011). Incddents rates increase from
north to south and between rural and urban communities
(Chippaux and Goyffon, 2008). The most dangerous species in these
parts of the world are Androctonus australis, Androctonus maur-
etanicus, Androctonus aeneas, Leiurus quinquestriatus, Buthus occi-
tanus, and Hottentota franzwerneri. In sub-Saharan Africa, fewer
cases of hospitalization and death have been reported (Bergman,
1997; Attarmo et al., 2002) with most cases presenting during the
summer in younger victims (Chippaux and Goyffon, 2008). Inade-
guate health systems, combined with the misuse or unavailability
of antivenoms in these areas is associated with high mortality rates
(Chippaux et al, 2011). A similar incidence pattem associated with
a significant reduction in mortality rates was observed following

recent improvements to the health care system in the Middle East,
for example, Saudi Arabia (Al-Sadoon and Jarrar, 2003); however,
high mortality rates still exist in rural settings (Mahaba, 1997). Due
to sparse epidemiological data in India the number of scorpionism
incidents are difficult to estimate; however, fatal accddents are
regularly reported (unofficially) and are mostly due to Mesobuthus
tamulus stings (Chippaux and Goyffon, 2008).

13.2. New world

In Latin Amerca, incddence rates increase during summer
months (Schenone and Fontecilla, 1998; De Roodt et al, 2003;
Chowell et al., 2005) mostly in suburban areas (Celis et al,, 2007;
Schenone and Fontedlla, 1998), and involve primarnly adults
instead of children (Chowell et al, 2005; Celis et al, 2007). Due to
the presence of many species adapted to urban habitats (eg, Tityus
trivittatus) many incddents occur in domidles (De Roodt et al,
2003} In Mexico, incidence rates and scorpion sting severity is
affected by location, that is, cases are more common in urban set-
tings and in populations <2500 inhabitants (Celis et al, 2007) and
they are more frequent in adults than in children (Chowell et al,
2005; Celis et al., 2007). Another factor affecting incidence rates
is climate, with the majority of stings occurring at the end of the dry
season (Chowell et al, 2005). Mortality in these areas has
dramatically decreased over the last decades due to the availability
of antivenom against Centruroides spp. (from 0.6 to 0.07 per
100,000 inhabitants) (Celis et al, 2007). Presently, mortality rates
remain rather high in children younger than 5 years old and in
elders older than 60 years old (Celis et al, 2007). In Mexico, species
of the genus Centruroides are considered the most dangerous, while
in the rest of Latin America spedes of the genus Tityus represent the
highest risk for humans with many speces inhabiting vast areas
and many being endemic.

In most of the countries above fatal envenomations have
dramatically decreased during the last decades due to widely used
antivenoms available for the treatment of stings from different
species. However, the rates of fatal envenomations vary signifi-
cantly between regions, with some rural areas still reporting high
mortality rates (e.g, 6803 stings and 6.6 deaths per 100,000 in-
habitants annually in some rural places of the Andes) (De Sousa
et al, 1996). Tityus serrulatus causes approximately 10000 cases
annually with 50% occurring in the state of Minas Gerais (Maria
et al., 2005) where mortality reaches 1.1%, espedally among chil-
dren (Cardoso et al, 1995; Freire-Maia and Campos, 1989)
T serrulatus is well adapted to both rural and urban environments
and is responsible for most envenomations reported in southeast
and northeast Brazil where it is most common.

1.4 Scorpion venoms and their toxins

The toxic arsenal of scorpion venoms are composed mainly of
neurotoxins that act on ion channels (i.e., sodium, potassium, cal-
cum, and chloride channels). Toxins acting on sodium and potas-
sium channels are considered the most toxic components of
scorpion venom and show sequence similarity in their primary and
tertiary structures. These toxins consist of one a-helix and 2-3 -
sheets stabilized by 3—4 disulfide bridges ( Rodrigez de la Vega and
Possani, 2005; Rodrigez de la Vega et al, 2010; Chugunov et al
2013). However, some enzymes present in venom such as hyal-
uronidases, proteases, and phospholipases also contribute to
symptoms associated with scorpion venom envenomation (Costal-
Oliveira et al, 2012; Borchani et al, 2013; Venandio et al, 2013;
Horta et al., 2014; Carmo et al., 2014).

Scorpion toxins acting on ion channels can be further classified
based on the type of channels affected, pharmacological effects, and
their primary sequences. Toxins acting on sodium channels are
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dassified as either o or p toxins (Table 1) (Catterall, 1980; Jover
et al., 1980; Billen et al, 2008). The z-toxins are considered the
most toxic scorpion venom component, acting on  voltage-
dependent sodium channels by blocking or slowing their inacti-
vation (Kalapothakis and Chavez-Olértegui, 1997; Bosmans and
Tytgat, 2007). By contrast, fi-toxins faclitate channel opening
(Pedraza Escalona and Possani, 2013). Toxins affecting potassium
channels are more diverse and function by blocking or inactivating
these channels. They are further dassified into a-KTx, B-KTx, v-KTx
and k-Ktx in addition to their pharmacological action and the type
of ion channel affected (Carbone et al., 1982; Possani et al, 1982
Bergeron and Bingham, 2012). Other neurotoxins have been also
been shown to affect chloride and caldum channels (Mouhat et al.,
2004; Norton and McDonough, 2008),

In addition to neurotoxins, scorpion venoms contain enzymes
such as hyaluronidase, proteases, and phospholipases. Hyaluroni-
dases are capable of degrading hyaluronic add (the major compao-
nent of the extracellular matrix) and are assodated with toxin
dispersion through tissues (Pessini et al, 2001; Costal-Oliveira
et al., 2012; Venancio et al, 2013). Proteases are poorly described
and most scorpion species have no detectable protease activity
(Venancio et al, 2013; Carmo et al., 2014). However, the venom of
some species, such as that of T serrulatus can display pancreatitis
caused by the Antarease protease (Fletcher et al, 2010). The venom
of H lepturus represents the only described venom that causes
hemolysis and dermonecrosis due to the action of the sphingo-
myelinase D heminecrolysin (Borchani et al., 2011a, 2011b). The
synergistic action of the various toxins in venom is responsible for
diverse taxic effects resulting from scorpion envenomation.

15. Scorpion antivenom

Scorpion antivenom or antiserum has been produced following
immunization of horses and by the isolation of venom immuno-
globulin G (IgG). Venom-specific antibodies are purified from
serum and Fab' or Flab)'2 fragments are generated and used clini-
cally. The serum produced by Ezequiel Dias Foundation (Belo
Horizonte, MG - Brazl) specific for T serrulatus venom can

neutralize 1 mg of venom per 1 mL of antiserum (Table 2). The
administration of a specific antivenom that neutralizes the drcu-
lating venom and can only be performed in hospitals by trained
medical staff. Based on the dassification of the accident the patient
may receive up to 6 antitoxin vials (5 mL of serum) {De Rezende
et al,, 1995).

One alternative for commerdally antivenins is the use of
Iyophilized antivenom in tropical and poor regions. The lyophilized
antivenom has a great advantage of a longer preservation time and
can be stored in ambient temperature. Nevertheless, it can be a
problem in the ressuspension; the solubility depends on how well
it was freeze-dried (Theakston et al., 2003).

1L6. History of scorpion antivenom production in horses

The first scorpion antivenom was produced by immunizing
horses with the venom of Buthus quinguestriatus endemic to Egypt
by Todd in 1909. The scorpion venom used for immunization was
extracted by maceration of the scorpion telson, resuspended in
saline, centrifuged, and the liquid fraction used to immunize
horses. Since immunized animals presented with various enven-
omation symptoms, including pain at the injection site, diarrhea,
salivation, sweating, and tetany; venom was mixed with iodine
prior to inoculation to minimize symptoms (Todd, 1909). Maurano
(1915) developed the first Braziian antivenom against Tityus
bahiensis venom using Todd's procedure; however, the antiserum
generated had poor neutralizing activity. It was not until 1917 that
the first effective Brazilian antivenom was produced in horses
against scorpion venom. It was developed by Vilela (1917) and by
that time, T. serrulatus scorpion was considered as a lighter kind of
I bahiensis species which produced more toxic venom. Only in 1918
production of antivenom against Brazilian Tityus spp. venom was
performed in large-scale (Lucas, 2003). The first generation of
antivenoms was produced solely of blood plasma without cells. In
the year of 1927, the immunoglobulins were purified from horse
plasma for use in humans. Formulations comprised of purified
antibodies had lower levels of contamination (ie, blood proteins
present in plasma or serum) thereby preventing the development

Table 1
Main toxic peptides of the venoms from medically important scorpions, geographical distribution of the genus, type and target of the toxins.
Distribution Genus Spedes Toxin Toxin type /Target References
Morth Africa, Middle East Androctonus A australis hector AaH1 a/Ma® channel Bougis et al., 1989
AaH2 a/Ma*™ channel
AaH3 a/Ma*™ channel
A. mauretanicus Amm5 o /Ma™ channel Rosso and Rochat, 1985
Leturus L. quinquestriatus hebroeus Lgh2 a/Ma*™ channel Sautiere e al, 1998
L. quinguestriatus qumnguesriams Lgg4 a/Ma*™ channel Kopeyan et al,, 1985
Lgg5 o /Ma™ channel Kopeyan et al., 1978
Buthus B. ocofanus tunetanus Baot3 a/Ma*™ channel Benkhadir et al, 2004
Bot14 a/Ma” channel Bouhaouala-Zahar et al., 1996
Middle East Hottentata H. judaicus U10-buthitoxin-Hj 1a a/Ma” Channel Maorgenstern et al, 2011
Hemiscorpius H. leprurus Heminecrolysin Smase Oy sphingomyelin Borchani et al, 2011b
South Africa Parabuthus P. granulztus P8 a/Ma” channel Garda-Gomez et al., 2009
P. transvaalicus Birtoedn a/Ma” channel Inceoglu et al., 2001
India Mesobuthus M. mmulus BTH a/Ma*® Channel Sharma et al., 2006
M. eupeus BehE a/Ma” channel Volkova et al, 1984
BeM14 a/Ma” channel Volkova et al, 1984
Mexico Centruroides . nowius Cn2 fiMa™ channel Zamudio et al, 1992
Cns fiMa™ channel Becerril et al., 1993
. mffusus Css2 fiMa™ channel Martin et al_, 1987
C. Empidus iz fiMa™ channel Dehesa-Davila et al, 1996
Brazil Tityus T. serrulotus Ts1 fiMa™ channel Barhaning et al, 1982
Ts3 a/Ma® channel Martin-Eauclaire et al., 1994
Ts5 a/Ma® channel Arantes et al., 1994
T. stigmurus Tst1 fiMa™ channel Becerril et al., 1996
T. bahiensis Thi filMa™ channel Becerril et al., 1996
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Table 2

Lethal doses in mice of scompion venoms from some dangerous species distributed wordwide, commerdal scorpion antivenoms available and their neutralization capadties.

Scorpion spedes Crude venom L0, Mice strain LD, reference Antivenom targets Commerdal Meutralization Producer, Country
mg/ kg (route) antivenom names capacity

A qustralis hector 0185 (sc.) Swiss Rochat et al, Andmctonus SCORPIFAW 50 LD=g/mL SANOF] PASTEUR S A Fance
1967 5P + Leturus

A mauretonicus 035 (s.c) C57/Black Rosso and 55p. + Buthus ssp. Scorpion “ Twyford Pharmaceuticals, Germany
Rochat, 1985 antvenom

Twyford

L. quinquestrigtus 0356 (=) C57 B1jG Mimndaet al, Paolyvalent 50 LDsa/mL Mational Antivenom and Vacdne
1970 sCorpion Production Center, Saudi Arabia

B. oocotonus 0893 (=) C57 B1/6 Mianda et al., antivenom
1970

P. ransweafious  LDas 0.24 (icv.) Swiss Inceoglu et al., Parabuthus ssp. SAIMR scorpion * South African Vacdne Producers
2006 antivenom ([ Pty Ltd., South Africa

M. omulus 301 (sc) Swiss Lala and Mesobuthus ssp. Antiscorpion 1 mg/mL" Haffkine Biopharmaceutical
Marayanan, VENOIMErum Corporation Ltd., India
1994

M. eupeus 018 (o) Swiss Ozkan and
Carhan 2008

. nooeius 026 (ip.) Albino (local Dent et al, Centrurpides ssp. Alacmmyn 30 LDsa/mL Instituto Biodon, Mexico

Mexican strain) 1980

Cosulpumos 08 (sc) Swiss Pete et al,
1992

C. Empidus 172(sc) BALB fcAnM Padilla et al.,
2003

T. serrulatus 0375 (iw) 4 Arantes et al., Tityus ssp. Som 1 mg/mL* Fundagio Ezequiel Dias, Brazil
1989 Antiescorpionico

(FUNED)

T. sHgmurus 0773 (ip) Outhred Mishikawa Som 7.5 MLD" Instituto Butantan, Brazil
et al., 1994 Antiescorpionion

T. bahiensis 1062 (ip) Outhred Mishikawa (Butantan
et al, 1994

LDy, lethal dose for 50 percent of the population (The LDy, reference values of scorpion venoms may vary according to the inomlation route and mouse strain used in the

assay}
# Data not available.
" Minimum lethal dose,

¢ Minimal @pacity to neutralize 1 mg of crude venom (T, sermulzres for FUNED antiserum and M. temulus for Antiscorpion Venomerum) per 1 mL of commercial antiserum.

Antivenom  references ame  availble at

http: /fwww. toxinfo.orglantivenoms| iIndex_Product.html;

http:/www.mediamentos.com mex (dochtm 15099 htm;  http:f)

vacrinehaffkine comyproddetail as pe?prodid =8; http:/fwww.anvisa gov. bridatavisaffila_bula/frmVisualizarBula asp?pMuTransacao=7 66 7062014 &pldAnexo=221227 3

of some adverse effects associated with serotherapy. To further
eliminate symptoms assodated with serotherapy, purified anti-
bodies were subjected to pepsin cleavage to generate Fab fragments
that could neutralize venom, minimizing adverse effects resulting
from human antihorse antibody xeno-reactivity responses( Espino-
Solis et al., 2009) (Fig. 1).

Using this approach antivenom sera production was improved
worldwide. In addition to the classical protocols that used crude
venom as antigen, newer approaches using detoxified venom, re-
combinant toxins or synthetic peptides have been developed in an
attempt to improve the efficacy of antiserum; however, to the best
of our knowledge none of these immunogens have been used in the
production of commercial antiserum to date.

2 Alternatives to the production of scorpion antivenom
21. Immunization protocols using detoxified venom toxins

Detoxification describes a process of antiserum development
using an attenuated immunogen. Venom detoxification is con-
ducted before immunization as a means of maintaining the
immunized animal healthy, thereby increasing life expectancy and
reducing the suffering caused by immunization with crude venom.
As already mentioned, successive immunizations using crude
venom greatly weaken the health of the immunized animals and
reduces their lifespan.

Venom detoxification was first described by Abbadi and
Irunberry (1970) and carried out by adding methylene blue to the
venom followed by exposure to strong artificial light. This reaction

generated singlet oxygen intermediates capable of oxidizing aro-
matic- or sulfur group-containing amino acid residues on the toxin
that allowed the venom to maintain its antigenicty.

Other chemicals such as glutaraldehyde, formaldehyde, and
iodine have also been used in toxin detoxification. Both glutaral-
dehyde and formaldehyde promote alkylation of toxin residues
containing sulfhydryl, hydroxyl, carboxyl, and amine radical groups
and iodine irreversibly binds to aromatic amino acids such as
phenylalanine and tyrosine. Treatment with these substances
reduced the toxicity 630 fold compared to the LDsp observed
using untreated, crude venom. Additionally, it also decreased the
neutralization capacity of the elicited antibodies against the native
toxins, since anti-scorpion neutralizing antibodies recognize
structural conformation better than linear amino acd sequence
(Possani et al. 1981; Heneine et al. 1986; Das Gupta et al. 1989;
Kharrat et al, 1997; Heneine and Heneine, 1998; Kaabi et al
2001 ; Machado de Avila et al. 2004).

In addition to reducing toxicity, immunization with detoxified
venom elicited immune responses that protected vaccinated ani-
mals from the toxic effects of subsequent challenges using native
toxins or venoms ( Possani et al, 1981; Heneine et al., 1986; Kharrat
et al, 1997; Kaabi et al, 2001; Machado de Avilaet al, 2004). Delori
et al. (1981 ) demonstrated decreased toxicity of fraction Aah G-50
from A. australis venom by acetylation using acetic anhydride that
acetylates free hydroxyl groups. Lozano et al. (1994) proposed the
reduction of disulfide bonds using thioredoxin reductase as a
detoxification procedure for a wide range of toxins and venoms
from bees (Apis mellifera), snakes (Bungarus multicnctus), and
scorpions (A. australis). However, no immunological tests were
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Fig. 1 The time line of scorpion antivenom development.

performed using these detoxified venoms so little can be gleaned
regarding the efficacy of this detoxification approach since loss or
alteration of the tertiary structure due to the absence of disulfide
bonds would likely affect immunogenicity and impair the genera-
tion of antibodies against discontinuous epitopes required for the
elidtation of effective neutralizing antibodies.

Liposomes have also been proposed as a means of attenuating
venom toxicity. Liposomes are lipid bilayer vesicles that form a
capsule that envelops target molecules. Liposome-encapsulated
venom would be released at a slower rate, thereby avoiding expo-
sure of the organism to high concentrations of venom at a single
point in time during the immunization process. This would allow
immunized animals to eliminate small doses of toxin over time,
thereby reducing their toxicity, Chavez-Olortegui et al. (1991) and
Fonseca et al. (1997) used sphingomyelin-cholesterol liposomes to
partially detoxify a toxic fraction of T serrulatus venom obtained by
Sephadex G-50 fractionation; however, the mouse's antivenom
generated following immunization had a reduced neutralizing
potential compared to that generated following immunization with
the toxic non-encapsulated fraction. These data indicated that
detoxification of venoms using liposome-based approaches re-
quires additional studies and development. Abib and Laraba-
Djebari (2003), and more recently Lila and Laraba-Djebari (2011)
performed detoxification of A australis venom using gamma radi-
ation that in the presence of water generates free radicals that react
with toxin residues rendering the venom non-toxic. These in-
vestigators reported a substantial reduction in the venom toxicity
(LDsg 25 times higher than the LD sy value obtained with untreated
venom). In Brazil, gamma radiation has not yet been used in of the
generation of scorpion venom antiserum.

2.2 Immunization protocols using native toxic fractions

Scorpion venom is composed of various components incduding
polysaccharides, amino acids, nudeotides, lipids, inorganic salts,
proteins, and peptides the latter being considered the main toxic
components (Gwee et al. 1996). Scorpion venom toxicity is pri-
marily attributed to neurotoxic peptides with molecular weights
ranging between 45 and 8 kDa (Borchani et al., 2011a, 2011b, 2013;
Costal-Oliveira et al,, 2012; Venando et al, 2013). Despite the great
diversity of components that comprise scorpion venom, most
components are not associated with envenomation; however, the se
components are immunogenic and therefore are likely to elict
antibody production. However, despite their immunoge nicity non-

toxic components typically do not elict the production of anti-
bodies capable of neutralizing crude venom. For this reason, using
toxic fractions for immunization is more likely to generate
neutralizing antibodies against the crude venom.

Venom fractions can be obtained by wvarious methods, but
separating respective venom components by size using Sephadex-
G50 resin is frequently used as an initial first step. The fraction
comprising peptides with molecular mass ranging between 4.5 and
kDa often corresponds to the most toxic fraction and therefore
typically is used for immunization. Since this fraction is more lethal
to the animals than crude venom it has to be used at lower con-
centrations that are typically inadequate at eliciting an immune
response. It is also important to mention that some components
from scorpion venoms have been described as immunosuppressive
peptides (Shah et al, 2003; Varga et al,, 2012).

Therefore, some studies describe the detoxification of this
fraction so that it can be administered in greater amounts. Garcia Y
Perez et al. (1988) generated rabbit's sera against toxic fractions
obtained from the venoms of various Centruroides scorpions;
however, the antiserum generated against the toxic fraction had
poor neutralization capacity compared to antivenom generated
following immunization with crude toxin. The se authors previously
showed similar results using toxic fractions from different scorpion
venoms, therefore, the generation of antiscorpion serum is still
carried out by immunizing with crude venom in the presence of
adjuvants,

2.3, Immunization protocols using native anatoxins

Scorpion toxins possess similar sequences and are structurally
similar (Chugunov et al, 2013). However, peptides referred to as
anatoxins exist that possess sequences similar to those of toxins
(induding size and structure) but are not toxic to mammals, The
possibility also exits that these compounds can affect other or-
ganisms (such as insects or crustaceans) or act on tissues and re-
ceptor targets different from those typically studied by researches.

These peptides would therefore represent interesting antigens
that could be used to generate antiserum since they are non-toxic
to the host animal, Chavez-Olortegui et al. (1997) described the
production of antibodies against the TsNTxP anatoxin from
T serrulatus. The rabbit’s anti-TsNTxP serum recognized epitopes
present on major toxins and was able to neutralize T serrulatus
venom by neutralizing 20 LDsp of venom per ml of serum. This
result demonstrated the antigenicity of the TsNTxP anatoxin,
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including a recombinant form, as described by Cuatimosim et al.
(2000). Martin-Eauclaire et al. (2006) obtained similar results us-
ing the anatoxin Amm8 from A. mauretanicus that has an 87%
sequence similarity with toxin AaH2. Each ml of rabbit's anti-
AmmS8 serum neutralized 42 LDy of the AaH2 toxin. Srairi-Abid
et al. (2008) demonstrated that immunization with anatoxins
KAaH1 and KAaH2 from A australis elicited the generation of
antiserum that conferred protection against both the AaH2 toxin
and its G50 toxic fraction. Anatoxins represent an interesting tool
for the production of scorpion venom antiserum since they are not
assodated with toxicity in mammals,

24 Immunization protocols using recombinant toxins

It is known that neurotoxins represent the primary toxic com-
ponents of scorpion venoms and that neurotoxing are similar both
in their primary sequences, tertiary structures, and pattern of di-
sulfide bonds. Therefore, serum generated against one (or a few
toxins) may generate cross-reactive antibodies capable of neutral-
izing other toxic components. Additionally, some toxins may
represent a larger proportion of the venom (eg., the T. serrulatus fi-
toxin Ts1 comprises 15% of the venom) (Cologna et al, 2009) and
others may represent a very small percent in the crude venom
(Alvarenga et al. 2012) imiting their use in the production of an-
tivenom. An option to purifying toxins present at low concentra-
tions in venom is the generation of recombinant toxins using
Escherichia coli expression systems. These systems are very well
characterized and shown to generate large amounts of the re-
combinant protein. The first scorpion recombinant toxins used in
the immunization of animals were expressed as N- or C-terminal
fusion proteins that increased protein solubility and fadlitated their
purification. Bouhaouala-Zahar et al. (1996) expressed the a-toxin
BotXIV from Buthus occitanus tunetanus as a fusion protein with 2 Z
domains in tandem (the Z domain is the binding domain of
Staphylococcus aureus Protein A). This recombinant toxin caused
paralysis in insects but had no discernable effects on mammals.
Furthermore, the rabbit's serum generated against this recombi-
nant toxin neutralized 20 LDgy per ml of serum against the G50
toxic fraction of scorpion venom. In addition, immunizations using
the recombinant protein conferred protection against challenge
with the G50 toxic fraction. Follow the same strategy Benkhadir
et al. (2002) expressed the Bot-lll and the mouse's antivenom
neutralized 10 LDgy per ml, Guatimosim et al. (2000) expressed the
T serrulatus TsNTxP anatoxin fused with the maltose binding pro-
tein (MBP) that was highly soluble and easily purified using affinity
columns. The rabbit's antiserum generated following immunization
with TsNTxP-MBFP neutralized 20 LDsy per ml of serum against
crude T serrulatus venom. Legros et al (2001) expressed 3
A austmalis toxins (AaH1, AaH2 and AaH3) fused with MBP that
elicited the production of antibodies in rabbits that together
neutralized 15 LDgy per ml of serum against the G50 toxic fraction
of A. australis Hector venom. In addition vacdne protection in mice
was observed. Garda et al. (2003) expressed the anticrustacean
Centruroides noxius Hoffmann Cn5 toxin butwas unable to generate
neutralizing rabbit's antibodies nor provide vaccine protection
against the antimammalian toxin Cn2 native to the same spedes.

Bacterial expression systems can produce recombinant proteins
in insoluble inclusion bodies. However, Mendes et al. (2008)
showed that inclusion bodies were also immunogenic. Specif-
ically, the antimammalian f-toxin Ts1 (the most abundant
component of T. serrulatus venom) was expressed like inclusion
bodies with 2 Ts1 copies in tandem and a small T7-Tag fusion. This
recombinant form of Ts1 eliated the production of rabbit's anit-
serum that neutralized 15 WDgy per ml of serum against crude
I serrulatus venom and neutralized the native Ts1. The serum also

conferred vaccine protection against crude venom in mice,

Recombinant proteins containing a 6x-His (6 histidine) tags
have also used for the expression of recombinant toxins, The 6x-His
tag has a high affinity for Ni* that facilitates its purification using
immobilized metal affinity chromatography (IMAC). The system
can be used with a wide variety of buffers and reagents providing
plasticity and good yields. Garcia-Gdamez et al. (2009) expressed the
PG8 antimammalian toxin from the venom of Parabuthus gran-
ulatus as a His-tag that elidted the production of antibodies
following immunization, The mouse's serum from recombinant Pg8
neutralized LDsy per ml of serum against native Pg8 and
conferred wvacdne protection against challenge with crude
P granulatus venom in mice.

Herndandez-Salgado et al. { 2009) expressed 3 recombinant iso-
forms of the Centrumvides suffusus Css2 antimammalian toxin, Two
isoforms were active: one was similar to native toxin and the other
had a tail of histidines. The isoform with the an E15R mutation was
inactive and the sera generated following immunization of animals
using these 3 Css2 isoforms elicited the production of antibodies in
rabbits capable of neutralizing 15 LDsy per ml of serum against
crude venom or against native Css2,

Muost studies describing the use of recombinant toxins demon-
strated that antiserum generated following immunization with
recombinant toxins were protective against crude venom. How-
ever, there is still a need to produce different recombinant toxins
from the same scompion for the generation of antiserum that would
provide more effective protection against the crude venom One
advantage of using recombinant toxins immunogens is that these
proteins are not toxic unless they also posses a tertiary structure
similar to that of the native toxin with a refolding treatment
Without toxidty, immunization with these proteins causes less
damage to the host. Nevertheless, the biggest problem of using this
technique is the inability of bactena to form disulfide bonds
correctly, resulting in the expression of a toxin devoid of its native
tertiary structure. Without the comrect tertiary structure, confor-
mational epitopes are modified, thus some antibodies generated
will not provide protection against native toxin or crude venom.,

25 Immunization protocols using synthetic epitopes

Another approach used in the generation of antivenom is im-
munization using synthetic peptides comprsed of sequences
similar to those present in scorpion toxins, These epitopes are
initially identified using mapping technigues such as phage display
and the SPOT method (Gazarian et al. 2000; Duarte et al, 2010). The
phage display technigque (Smith, 1985) utilizes a phage library that
expresses different peptides on the surface of each capsid, Immu-
noreactive peptides are then sequenced to identify the peptide(s) of
interest. The SPOT technique utilize s peptide s synthesized from the
target sequence (10—15 base pairs in length) that are bound to a
cellulose membrane and then screened with toxin-spedfic anti-
bodies. Positive reactions allows for the identification of peptides
corresponding to immunogenic, linear epitopes. After identifica-
tion, the most reactive epitopes are synthesized and used to
immunize animals, Continuous epitopes comprise a linear portion
of the primary toxin sequence and discontinuous epitopes are
comprised of different portions of the primary sequence that are in
cdose proximity in the tertiary structure. To increase their immuo-
genicity small peptides are often conjugated to a camrier protein like
BSA (bovine serum albumin), OVA (ovalbumin), or KLH (keyhole
limpet hemocyanin).

Bahraoui et al. (1986) produced the first antipeptide serum
following immunization of rabbits with the A qustralis Hector AaH2
toxin residues 50-59 conjugated to albumin. This antiserum
effectively neutralized the native toxin but was not tested against
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crude venom or in vaccne protection experiments. Ait-Amaraet al.
(1993) evaluated antiserum production following immunization
with the same peptide in mice, but neutralizing antiserum was not
generated in this model. Calderon-Aranda et al. (1995) synthesized
7 peptides of 10—-57 residues based on the primary sequence of the
C. noxius Cn2 toxin. These peptides generated rabbit's antiserum of
varying protective capacities. While the chimeric peptide of 57
amino acids elicited the production of neutralizing antibodies, no
single peptide induced vacdne protection. Since the N-terminus of
neurotoxing appears to be more immunogenic, peptides spanning
this region were used by Devaux et al. (1997) that synthesized an
8mer peptide derived from the AaH2 toxin sequence. Mouse's
serum produced against this peptide neutralized the native toxin
and the G50 toxic fraction.

Alvarenga et al. (2002) used a mixture of 4 KLH-linked peptides
spanning residues 1-15, 29-43, and 49-63 of the TsNTxP anatoxin
and residues 5064 of the T serrulatus Ts3 toxin to immunize
rabbits. The serum generated neutralized 135 D5y of the toxic
fraction of the G50 toxic fraction per ml of serum. Inceoglu et al
(2006) immunized rabbits with a peptide spanning residues 1-18
of birtoxin, which is a sequence common to several toxins present
in the venom of Parabuthus transvaalicus. The serum generated
neutralized the crude venom (60 LDgg per ml of serum) and showed
cross-reactivity against other toxins, Calderon-Aranda et al. (1999)
produced antiserum against the SP1 peptide from the C. noxius Cn2
toxin that was generated by linking the N- and C-terminal portions
by a disulfide bridge. The rabbit's antiserum generated neutralized
39.5 LDsg of Cn2 per ml of serum but did not confer vaccine pro-
tection. Duarte et al. (2010) searched for discontinuous epitopes by
combinatorial analysis of 2 octapeptides corresponding to the N-
and C-terminal portions of the of T. serrulotus TsNTxP anatoxin
connected by two glycine residues using the SPOT method. The
most reactive peptide was used as a vaccine in mice and conferred
protection of 1.75 LDygg of crude venom.

Studies using synthetic peptides showed that it is possible to
produce neutralizing antiserum following immunization with
defined epitopes. These peptides may require a carrier protein to
induce suffident production of neutralizing antibodies since anti-
body yields are typically low in the absence of a carrier.

Although some peptides elicited the production of neutralizing
antitoxin  antibodies, additional testing (formulations contain
multiple peptides) will be needed to assess the ability of these
peptides to elicit the production of cross-protective antibodies
capable of neutralizing other toxins important to venom toxicity.

26 Monodonal antibody based scorpion antivenoms

Since the development of monoclonal antibodies by Kohler and
Milstein (1975), numerous monoclonal antibodies (mAbs) have
been developed for the treatment of disease and the development
of immunodiagnostic kits. The first mAb antibody generated
against a scorpion toxin was generated by El Ayeb and Rochat
(1988) who produced 2 monoclonal antibodies specific for the
A gustralis AaH2 toxin. Both antibodies bound well to the toxin:
however, only 1 done exhibited neutralizing activity (Yahi et al
1992). Despite the spedficity of mAbs to their respective targets
not every mAb has neutralizing capacity because the antibody
binding site may be located in a region that does not block the
action of the taxin (Bahraoui et al, 1988; Devaux et al., 1997; Clot-
Faybesse et al, 1999; Mousl et al, 1999). Few monodonal anti-
bodies are capable of recognizing more than 1 antigen due to
sequence similarity among scorpion venom toxins (across spedes
or genus ), however, this cross-reaction is ideal for scorpion venom
neutralization (Zamudio et al. 1992; Hérion et al. 1995; Calderon-
Aranda et al. 1995; Alvarenga et al. 2005). Licea et al (1996)

characterized a monoclonal antibody capable of neutralizing up
to 43 LD per mg of Flab'); against C noxius venom.

This technology presents an interesting way of produdng anti-
venom, but needs to be further developed so as to produce mAbs
with higher neutralizing potential. Due to the specificity of these
antibodies, sometimes only a few toxins present in venom are
neutralized, leaving other toxins active. Therefore, a mix of mAbs
will be required to obtain satisfactory venom neutralization. The
search for new human mAbs seems to be the most efficient way of
obtaining an effective antiserum since using mAbs prevents allergic
reactions which are rare in the treatment of scorpionism compared
to rates observed as a consequence of serotherapy used to treat
bites/stings from other venomous animals. This fact is also con-
nected to purification and fragmentation of antibodies, which in-
creases the tolerance to serum therapy (Lo Vecchio et al,, 1999; Da
Silva et al, 20110, It is likely that the identification of new mAbs
could lead to the development of an effective scorpion venom
antiserum specific to the respectvive venom of spedes considered
dangerous to humans. Other mAbs spedfic for scorpion toxins have
been used to identify novel epitopes and toxins (Jia et al. 2000; Wu
et al., 2001; Devaux et al, 2002; Herndndez et al. 2002).

2.7, Recombinant antibodies based scorpion antivenoms

The fusion of the 2 methodologies aimed at producing scorpion
antivenom gave rise to recombinant antibodies. These types of
antibodies have been previously used as probes, diagnostics, and
even as therapeutic agents (Frenzel et al. 2013). Several heterolo-
gous expression systems can be used, resulting in a higher re-
combinant protein yield compared to the traditional generation of
monoclonal antibodies in cell culture. In addition, antibodies
generated using recombinant DNA may contain varous modifica-
tions including the generation of chimerc antibodies constructed
using heavy and light chains derived from different organisms.
Recombinant antibodies can be derived from cells producing
known monodonal antibodies following the isolation of spedfic
DNA encoding only the antigen recognition domain (variable
portion) that is subsequently cloned into the expression vector of
interest.

The first recombinant antibody was developed by Mousli et al.
(1999) and derived from the 4C1 monoclonal antibody that spe-
dfically recognized the A. australis AaH2 toxin. Only the antigen
recognition domain was cloned into the E. coli expression system.
Aubrey et al (2003) expressed in E coli a recombinant Fab (rFab)
specific for the AaH1 toxin based on the 9C2 dimeric antibody.
Selisko et al. (2004) constructed a chimeric antibody containing
human constant and variable regions that comprised the antigen
recognition site derived from the BCF2 monoclonal antibody that
neutralized C noxdus venom. All of these recombinant antibodies
showed the same characteristics as monoclonal antibodies from
which they were derived. Aubrey et al. (2004) developed Fab'
fragments specific for toxins AaH1 and AaH3; however, this re-
combinant fragment was less effective than the intact antibody.

Judrez-Gonzdlez et al. (2005 using the sequence of the mono-
donal antibody BCF2, developed a mutated recombinant antibody
that was able to neutralize the C noxius crude venom. Juste et al.
(2007) successfully constructed in tandem monoclonal antibodies
capable of neutralizing both the AaH1 and AaH2 toxins. Di
Tommaso et al. (2012) followed the same line of research and
expressed the antibodies separately, achieving stability. In addition,
these antibodies neutralized the venom between 2 and 3 LDso per
mg of antibody. Another aspect of this methodology was the gen-
eration of humanized antibodies. The neutralizing capacity of these
antibodies has been sucressfully described by several authors
(Riano-Umbarila et al., 2005, 2011; Amaro et al., 2011; Pucca et al.,
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2012; Quintero-Herndndez et al., 2012).

The final breakthrough was the discovery of nanobodies that are
antibodies (as the name suggests) of smaller size found in both
sharks and camelids. Nanobodies (12—15 kDa) have a single VHH
antigen-binding domain. These molecules are advantageous
because their size allows them to bind epitopes unavailable to
conventional antibodies. They are very stable, can be recombi-
nantly expressed, and are able to neutralize toxin at levels equiv-
alent to those of conventional equine antibodies. The Fab' domain
from equine IgG is 3 times larger than VHH domain from nano-
bodies, so its pharmacokinetics is more dynamic in nanobodies. For
these reasons nanobodies have been reported to be very effective
tools in addition to their ability to neutralize scorpions toxins
rapidly (Hmila et al, 2008; Abderrazek et al, 2009, 2011; Hmila
et al, 2010; Ezzine et al,, 2012; Hmila et al, 2012). The advantage
of using recombinant antibodies in general is directly linked to
production yield and the ability to express antigen recognition
domains only.

3. Concluding notes

Since scorpion antivenom was first generated by Todd (1909),
significant developments in all phases of serum production have
taken place including the development of immunization protocols,
immunoglobulin purification processing, development of antibody
preparations, and quality control measures that protect the user. All
of these advances have made the use of scorpion antivenom
increasingly safe for use in humans and animals. From the
numerous studies analyzed during the preparation of this review
the theme "development of an effective { and less harmful) scorpion
antivenom” was a concern among several authors. The study uti-
lized different methodologies including the use of synthetic pep-
tides, recombinant toxins, venom detoxification, and the
production of monoclonal and recombinant antibodies. Due to the
way data were presented between studies it was difficult to
compare the protective potential of the respective antisera prepa-
rations generated, making it challenging to determine which
methodology was most effective. It would be interesting to start a
discussion on the standardization of results obtained uwsing
different methodologies as a means of directly comparing their
efficacy.

Perhaps the key to producdng the most effective antiserum is to
develop an immunogen comprised of several targets, inducing the
generation of antibodies with the capadty of neutralizing various
neuratoxins thereby reducing the amount of antiserum needed for
successful therapy. It is important to mention that techniques used
for the immunization of horses and or other animals, may present a
variation of efficiency; thus some antivenoms have good neutral-
izing capacity and other smaller, despite being produced with
similar antigens.

In this review, we present methodologies for the improvement
of antigens, in order to obtain a more effective immunization for
scorpion venoms as well as other techniques for the direct
improvement of the serum, as the production of monoclonal and
recombinant antibodies. However, there is still a gap between ac-
ademic research and the producers of serum. It is remarkable that
these novel methodologies have not been vet used in the genera-
tion of scorpion antivenoms at the commercial level. Finally, we
understand that the problem of antivenoms is very complex. We
describe several methodologies used by different research groups,
mainly in the search for better antigens, but other issues such as
antivenom stability, distribution, and the presence of trained pro-
fessionals in endemic areas are ongoing concerns of toxinologists
(Gutiérrez et al., 2009),

4. Research methodology

This review documents what has been reported to date in the
literature regarding the pros and cons of antivenom use and pro-
duction, as well as the potential future impacts assodated with
antivenom production.

The search for relevant articles was conducted using PubMed.
All relevant articles written between 1909 and 2013 were exam-
ined. The search was performed using 3 key words in order to
identify articles of interest. The first key word was always “scor-
pion” and the other 2 key words were organized in specfic areas
and sub areas.

The search pattern can be summarized as follows:

Area

P Sub Area
{Detoxification) Antivenom
) (Monoclonaly _ tAnt )
Scorpion + (Recombinant) © (Antserum)
(Peptide) (Imn'Slumzauc-n}
(Anatoxin) (Serum)

Ex: “Scorpion + Peptide 4 Antivenom".

The search identified 153 relevant articles that were grouped
into topics for review and discussion. Among the articles identified
the most studied scorpion species were Androctonus sp., Centrur-
oides sp., and T. serrulatus, but others species were included in this
review. Approximately 2 articles were published per year during
the time period selected.

The search results identified several methodologies used in
antiserum production with emphasis on detoxification of the
venorm, the use of toxic venom fractions, monodonal antibodies,
recombinant toxins, synthetic peptides, and anatoxins.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 23 June 2010

Received in revised form 14 July 2010
Accepted 14 July 2010

Available online 29 July 2010

Enterotoxemia, a disease that affects domestic ruminants, is caused mainly by the epsilon toxin from
Clostridium perfringens type D. Its eradication is virtually impossible, control and prophylaxis are based
on systematic vaccination of herds with epsilon toxoids that are efficient in inducing protective antibody
production. The use of recombinant toxins is one of the most promising of these strategies. This work
evaluates the potency of a Cl. perfringens type D epsilon toxoid expressed by Escherichia coli administered
to goats, sheep, and cattle. The etx gene was cloned into the pET-11a plasmid of E. coli strain BL21 to
produce the recombinant toxin. Rabbits (n=28), goats, sheep, and cattle (n=5 for each species) were
immunized with 0.2 mg of the insoluble recombinant protein fraction to evaluate vaccine potency of the
epsilon toxoid studied. Antibody titers were 40, 14.3, 26, and 13.1 [U/mL in the rabbit, goat, sheep, and
cattle serum pools, respectively. The epsilon toxoid produced and tested in this work is adequate for
immunization of ruminants against enterotoxemia.

Keywords:

Vaccine
Enterotoxemia
Clostridium perfringens

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Clostridium perfringens is a widespread Gram-positive obligate
anaerobic bacterium that is extremely pathogenic for men and ani-
mals. Itis classified into five types (from A to E) based on production
of one or more of the four main toxins. Epsilon exotoxin, produced
by Cl. perfringens types B and D, is one of the most potent toxins
of microbial origin that has thus far been discovered. It is usually
lethal for ruminants, particularly sheep [1].

Since its eradication is virtually impossible, control and pro-
phylaxis are based on systematic vaccination of herds with epsilon
toxoids. About 150 million doses of vaccine containing this toxoid
are produced every year in Brazil. This figure reflects the growing
need to protect a large number of animals in livestock production
systems against several diseases [2].

Although there is significant production of multivalent
clostridial vaccines, there is to date no official control over the
potency of all components of these products. The Brazilian Ministry
of Agriculture, Livestock, and Food Supply systematically evalu-
ates Clostridium chauvoei bacterins, botulinic toxoids types C and
D, and - since 2009 - beta and epsilon toxoids from CI. perfringens

* Corresponding author. Tel.: +55 31 3409 2103.
E-mail addresses: flobato@vet.ufmg.br, lobato.francisco@yahoo.com.br
(F.C.F. Lobato).

0264-410X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.vaccine.2010.07.046

types B, C, and D. Therefore, the quality of the other components
in Brazil-manufactured clostridial vaccines is left for the producing
laboratories to control [3].

Brazilian research papers on the quality of epsilon toxoids from
Cl. perfringens report that most products tested did not efficiently
induce protective levels of antibody titers. Plasmids which encode
toxins could be a factor generating instability in the production of
the protein in vitro [4].

Much research has been performed to discover strategies for
producing continuously more potent toxoids. Culture medium
composition has been varied [5,6], and strains that produce potent
toxins have been selected, with some success [2]. Production of
recombinant toxins, however, is a promising technique that allows
for greater amounts of protein to be produced with satisfactory
qualitative maintenance of the toxoid. The objective of this work is
to evaluate the response of neutralizing antibodies against epsilon
toxin in cattle, sheep, and goats inoculated with vaccines contain-
ing Cl. perfringens type D epsilon toxoid obtained by expressing the
etx gene in Escherichia coli.

This research used the efx gene from CI. perfringens type D strain
U10, a known toxigenic strain, selected by dot-blot as previously
described [2].

The recombinant epsilon toxoid was produced according to
Sousa et al. [8]. Briefly, the etx gene, which encodes epsilon pro-
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Characterization of polymorphisms and isoforms of the Clostridium
perfringens phospholipase C gene (plc) reveals high genetic diversity

Flavia F. Siqueira®, Marcelle O. Almeida ¢, Tatiana M. Barroca?®, Carolina C.R. Horta?,
Anderson 0. Carmo?, Rodrigo 0.S. SilvaP®, Prhiscylla S. Pires®,
Francisco C.F. Lobato®, Evanguedes Kalapothakis **

# Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Instituto de Ciéncias Biologicas, Departamento de Biologia Geral, Laboratirio de Biotecnologia e Marcadores
Moleculares, Av. Antdnio Carlos 6627, Campus da UFMG, CEP 30123-970, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

b Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Escola de Veterindria, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Laboratério de Bacterioses e Pesquisa,
Av. Antonio Carlos 6627, Caixa Postal 567, Campus da UFMG, CEP 30123-970, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Clostridium perfringens phospholipase C (Cp-PLC), also called alpha-toxin, is encoded by
the plc gene and has been implicated in several diseases; however, only a few studies have
described polymorphisms in this gene. The aim of this study was to analyze
polymorphisms in the Cp-PLC nucleotide and amino acid sequences obtained from
isolates from different regions and to compare them to Clostridium phospholipase C

Article history:

Received 15 December 2011
Received in revised form 9 April 2012
Accepted 10 April 2012

Keywords: sequences deposited in the NCBI database. Environmental samples (sediment, poultry

Plc gene _ feed, sawdust) and stool samples (from poultry, bovine, swine, horse, caprine, bird, dog,

i?o;gtlohpase ¢ rabbit, toucan) were collected from healthy and sick animals. A total of 73 isolates were
pha-toxin

analyzed with the majority of samples belonging to the toxin type A subtype and
possessing the gene encoding for the beta-2 toxin. Comparison of plc gene sequences from
respective isolates revealed a high genetic diversity in the nucleotide sequences of mature
Cp-PLC. Sequence comparisons identified 30 amino acid substitutions and 34 isoforms
including some isoforms with substitutions in amino acids critical to toxin function.
Comparison of sequences obtained in this study to Cp-PLC sequences obtained from the
NCBI database resulted in the identification of 11 common haplotypes and 22 new
isoforms. Phylogenetic analysis of phospholipase C sequences obtained from other
Clostridium species identified relationships previously described. This report describes a
broad characterization of the genetic diversity in the C. perfringens plc gene resulting inthe
identification of various isoforms. A better understanding of sequences encoding
phospholipase C isoforms may reveal changes associated with protein function and C.
perfringens virulence.

Genetic diversity
Clostridium

@ 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction might be indicative of fecal contamination (Florence et al.,

2011). Among the eubacteria, the genus Clostridium

Clostridium perfringens is a ubiquitous Gram-positive
anaerobe present in the intestinal flora of humans and
animals as well as in soil and water, where its presence

* Corresponding author. Tel.: #5531 3409 2701; fax: +55 31 3409 2713.
E-mail address: ekalapo@icb.ufmg.br (E. Kalapothakis)

0378-1135/$ - see front matter @ 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2012.04.012

produces more toxin than any other bacteria (Johnson,
1999). All strains of C perfringens possess the gene
encoding for phospholipase C (plc) (also referred to as
alpha-toxin)in combination with differential expression of
3 major toxin-encoding genes (beta, epsilon and iota) used
to classify strains as toxinotypes A-E (Petit et al., 1999).
Phospholipase C has traditionally been considered a
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Abstract: The analysis of patent activity is one methodology used for technological monitoring. In this paper, the activity
of biotechnology-related patents in Brazil were analyzed through 30 International Patent Classification (IPC) codes pub-
lished by the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD). We developed a program to analyse the
dynamics of the major patent applicants. countries and IPC codes extracted from the Brazilian Patent Office (INPI) data-
base. We also identified Brazilian patent applicants who tried to expand protection abroad via the Patent Cooperation
Treaty (PCT). We had access to all patents published online at the INPI from 1975 to July 2010, including 9.791 biotech-
nology patent applications in Brazil. and 163 PCTs published online at World Intellectual Property Organization (WIPO)
from 1997 to December 2010. To our knowledge. there are no other online reports of biotechnology patents previous to
the years analyzed here. Most of the biotechnology patents filed in the INPI (10.9%) concerned measuring or testing proc-
esses involving nucleic acids. The second and third places belonged to patents involving agro-technologies (recombinant
DNA technology for plant cells and new flowering plants, i.e. angiosperms, or processes for obtaining them, and repro-
duction of flowering plants by tissue culture techniques). The majority of patents (87.2%) were filed by nonresidents, with
USA being responsible for 51.7% of all biotechnology patents deposited in Brazil. Analyzing the resident applicants per
region, we found a hub in the southeast region of Brazil. Among the resident applicants for biotechnology patents filed in
the INPI. 43.5% were from Sdo Paulo. 18.3% were from Rio de Janeiro, and 9.7% were from Minas Gerais. Pfizer, No-
vartis, and Sanofi were the largest applicants in Brazil, with 339, 288, and 245 biotechnology patents filed. respectively.
For residents. the largest applicant was the governmental institution FIOCRUZ (Oswaldo Cruz Foundation), which liled
69 biotechnology patents within the period analyzed. The first biotechnology patent applications via PCT were submitted
by Braziljans in 1997. with 3 from UFMG (university). 2 from individuals, and 1 from EMBRAPA (research institute).

Keywords: Brazil. patent. biotechnology. PCT. INPI.

1. INTRODUCTION China and therefore there is a need for greater technological

development. Following the global trend, since the 1990s,
Brazil has sought to regularize patent activity in the country
and to encourage technology transfer among universities,
research centers, and companies. These initiatives have in-
cluded the creation of knowledge networks, such as policies
for Industrial Property and Innovation. In 2007, the govern-
ment released its national policy of biotechnological devel-
opment. Among other actions, this policy established the
*Comité Nacional de Biotecnologia’ (National Committee of
Biotechnology), the purpose of which was to promote the

In the field of biosciences, due to the potential for and
speed of transformation of basic science into marketable
products and processes, much emphasis has been placed on
generating applicable technologies. According to the Bio-
technology Industry Organization, ‘biotechnology” refers to
the use of cells and biomolecules to solve problems or proc-
ess products [1]. Since the 1990s, several countries have
invested in the development of the biotechnological sector.
In 1998, Canada began a strategic renovation of biotechnol-
ogy in the country [2]. In the 1990s, the German government

launched the BioRegio competition, with the purpose of es-
tablishing a regional basis for research communities, compa-
nies, and funding [3]. In 2000, the Australian government
published a document describing its position on biotechnol-
ogy [4].

Brazil has the largest economy in Latin America and is a
rapidly emerging economy along with Russia, India and

*Address correspondence to this auhor at the Bloco E3 Sala 179. Av.
Antonio Carlos, 6627 — Pampulha. Belo Horizonte - MG CEP 31270-901,
Brazil; Tel: (+5531) 3409-2713; E-mail. ekalapo@ich.ufmg. br

2212-3431/12 $100.00+.00

development of the biotechnology sector in Brazil [5-7].

Given its development of a specific policy for the bio-
technology sector, the Brazilian government clearly believes
that biotechnological development represents an extremely
promising opportunity to leverage national development
based on knowledge and innovation. Indeed, this policy has
contributed to the structuring of new economic and social
systems in Brazil [7]. According to SCImago Journal &
Country Rank, Brazilian biotechnology publications put the
country in 13" place in the country rank [8]. The future of
the biotechnology sector in Brazil is promising, because the
country has an installed capacity for research, development,
and innovation, and a large investment in biotechnological

© 2012 Bentham Science Publishers
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Members of the spider genus Lasiodora are widely distributed in Brazil, where they are
Received 22 March 2013 commonly known as caranguejeiras. Lasiodora spider venom is slightly harmful to humans.
Received in revised form 5 June 2013 The bite of this spider causes local pain, edema and erythema. However, Lasiodora sp.
iﬁ;a‘:;{; ;Ldﬁgezf{]:ie 2013 spider venom may be a source of important pharmacological tools. Our research group has

described previously that Lasiodora sp. venom produces bradycardia in the isolated rat
heart. In the present work, we sought to evaluate the vascular effect of Lasiodora sp. venom

f;::.‘:;;?;: and to isolate the vasoactive compounds from the venom. The results showed that
Spider Lasiodora spider venom induced a concentration-dependent vasodilation in rat aortic
Venom rings, which was dependent on the presence of a functional endothelium and abolished by
Vasodilation the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor L-NAME. Western blot experiments revealed that
Nitric oxide the venom also increased endothelial NOS function by increasing phosphorylation of the
ADP Ser'77 residue. Assay-directed fractionation isolated a vasoactive fraction from Lasiodora

sp. venom. Mass spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) assays iden-
tified a mixture of two compounds: adenosine diphosphate (ADP, approximately 90%) and
adenosine monophosphate (AMP, approximately 10%). The vasodilator effects of Lasiodora
sp. whole venom, as well as ADP, were significantly inhibited by suramin, which is a
purinergic P2-receptor antagonist. Therefore, the results of the present work indicate that
ADP is a main vasodilator component of Lasiodora sp. spider venom.

© 2013 Published by Elsevier Ltd.

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34092701 ; fax: +55 31 34092713,
E-mail addresses: ekalapo@icb.ufmg.br, kalapothakis@gmail.com

(E. Kalapothakis).

1. Introduction

Spider venoms are a complex mixture of substances,
combinatorial libraries of molecules, which act on various
physiological targets. These bioactive compounds are
important tools with applications in basic research, as well
as in medicine, as potential drugs for the treatment of pain,

0041-0101/$ - see front matter @ 2013 Published by Elsevier Ltd.
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Lysophosphatidic Acid Mediates the Release of Cytokines
and Chemokines by Human Fibroblasts Treated with
Loxosceles Spider Venom

Joumal of Investigative Dermatology (2013) 133, 1682-1685; doi:10.1038/jid.2013.40; published online 28 February 2013

TO THE EDITOR

Loxosceles spiders are a genus of ara-
chnids, whose bites cause necrotizing
skin lesions. They are distributed world-
wide in temperate and tropical regions.
In Brazil, approximately 10,000 cases
of Loxosceles spider bites are reported

annually. L. intermedia, L. gaucho,
and L. laeta are prevalent in most of
the southern states of Brazil, whereas
L. similis has been described mainly in
the state of Minas Gerais. L. reclusa
and L. deserta cause the majority of
accidents in  North  America. The

Abbreviations: LPA, lysophosphatidic acid: LPC, lysophosphatidylcholine: LsV, L similis venom; PLD,
phospholipase D; recLiD1, recombinant L. intermedia dermonecrotic protein 1

Accepted article preview online 25 January 2013

were then incubated in Apoptosis/Necro-
sis Detection Kit buffer containing 1% v/
v 7-AAD and Annexin V-Cy3 (Enzo
LifeSciences, Farmingdale, NY), and sub-
jected to flow cytometry.

Treatment with LsV or reclLiD1
caused HFF-1 cell death after 48 hours,
primarily due to apoptosis, which was
not inhibited by Ki16425 (Figure 2a).
The lack of inhibition was expected, as
treatment with LPA did not cause cell
death. Control LPC did not injure cells
either (data not shown). As LPA can
act as a cell survival or apoptotic
factor, dependent upon the cell type
(Ye et al, 2002), we performed the
same  procedures  using  human
umbilical vein endothelial cells, which
yielded similar results (Figure 2b).

Thus, we did not find that LPA parti-
cipates in apoptosis induced by LsV or
recLiD1 in fibroblast and endothelial
cells in vitro. These cells are known
sites of Loxosceles venom interaction.
Our results support the idea that PLD
initiates the effects of Loxosceles venom
through stimulation of acute inflamma-
tory responses.

In conclusion, LPA receptors are in-
volved in the release of proinflammatory
cytokines/chemokines provoked by LsV
and recLiD1. The present work contri-
butes to the open discussion regarding
the participation of LPA in the patho-
physiology of cutaneous loxoscelism
and paves the way for investigation of
new therapeutic strategies.
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MITOGENOME ANNOUNCEMENT

Complete mitochondrial genome sequence of Brycon orbignyanus

(Characiformes, Bryconidae)
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Abstract

We report the whole mitochondrial genome of the Brycon orbignyanus, commonly known as
the piracanjuba. The mitogenome was determined to be a circular, 16,800 bp DNA molecule,
containing 13 protein-coding genes (PCGs), 2 rRNA genes, 22 tRNA genes and one 1160 bp
noncoding control region. Twelve of the PCGs were located on the heavy strand, and one PCG
(Nd6) was located on the light strand. The most common start codon was ATG; however, the
Cox1 gene displayed the GTG start codon. Seven PCGs had incomplete stop codons: specifically,
Cox2, Cox3, Nd3, Nd4, and Cytb contained the T- - codon, and Nd2 and Atp6 contained the

TA- codon. The Cox1 gene contained the AGG stop codon.

Brycon orbignyanus (Valenciennes, 1850), commonly known as
the piracanjuba, is a freshwater fish found in the Uruguay and
Parana-Paraguay basins. The species faces a high risk of
extinction in some rivers, primarily due to human influence on
the natural environment (e.g. dam construction). Piracanjuba is
frequently harvested for human consumption, and its aggressive
behavior makes it a popular target of sport fishing (Ganeco et al.,
2009; Lopera-Barrero, 2009; Nakatani et al., 2011; Vaz, et al.,
2000).

This study utilized a B. orbignyanus individual caught in the
Grande River (20°01'53.8" S. 48°13'27.5" W). DNA was
extracted from muscle tissue. A genomic library was constructed
and sequenced using a paired-end 250-bp strategy on a MiSeq
system ([llumina, San Diego. CA). De novo assembly was
performed using Mira 4.0 (Chevreux et al., 1999). A unique,
circular, 16,800 bp contig with 1361x coverage proved to be the
complete mitochondrial DNA of B. orbignyanus (GenBank
KM245044). The mitogenome was annotated with Mitofish
(Iwasaki et al., 2013). Annotation revealed 13 protein-coding
genes (PCGs), 2 rRNA genes, 22 tRNA genes and a noncoding
Control Region (D-loop; Table 1). All PCGs, with the exception
of Nd6, were encoded on the heavy strand of the mtDNA. The
gene order and coding-strand data were consistent with those of
all other currently published fish mitogenomes.

Twelve of the PCGs used ATG as the start codon. In contrast,
the Cox/ gene utilized the unusual GTG start codon. Five PCGs
contained the complete stop codon TAA, and Cex/ contained the
AGG stop codon. The other seven PCGs contained incomplete
stop codons (Cox2, Cox3, Nd3, Nd4, and Cytb contained T-—;
Nd2 and Aip6 contained TA-), which were completed during

Table 1. Annotation of mtDNA of Brycon orbignyvanus.

Keywords

Fish, mitochondrion, mtDNA, next generation
sequencing

History
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Position Codon
From Size Amino Start  Stop
Gene (bp)  To (bp) (bp) acid codon codon Strand®
tRNAFhe 1 68 68 H
125 IRNA 69 1020 952 H
tRNAY 1021 1092 72 H
165 IRNA 1093 2767 1675 H
RNAM? 2768 2842 75 H
Ndi 2843 3820 978 325 ATG TAA H
RNA" 3820 3000 7 H
RNAS" 3899 3969 7 L
RNAMe 3969 4038 70 H
Nd2 4039 5084 1046 348 ATG  TA- H
RNA™™ 5085 5155 71 H
tRNAM® 5157 5225 69 L
RNA" 5227 5299 73 L
tRNA®® 5332 5397 66 L
tRNATY 5403 5473 71 L
Coxl 5475 7031 1557 518 GTG AGG H
tRNAS? 7023 7093 71 L
RNAATP 7095 7167 73 H
Cox2 7181 7871 691 230 ATG T--— H
tRNADS T8I 7947 76 H
Ap8 7949 8113 165 54 ATG TAA H
Ap6 8104 878 683 227  ATG TA- H
Cox3 8787 9570 784 261  ATG T--— H
tRNASY 9571 9642 72 H
Nd3 9643 9988 346 115 ATG T—-— H
tRNAME 9989 10,058 70 H

(continued )
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MITOGENOME ANNOUNCEMENT

Complete mitochondrial genome of Salminus brasiliensis

(Characiformes, Characidae)
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Abstract

We report the complete mitochondrial genome of the fish Salminus brasiliensis, popularly
known as dourado. It is a circular, 17,721 bp long DNA molecule, containing 13 protein-coding

Keywords

Dourado, fish, mtDNA, mitochondrion,
next-generation sequencing

genes, 2 rRNA genes, 22 tRNA genes and a non-coding Control Region of 2128bp, a relatively

large molecule when compared to other closely related fishes. All protein-coding genes are on

History

the heavy strand, except for Nd6, and all have ATG as the start codon, except for Cox71 gene

which has a GTG start codon. Seven protein-coding genes have incomplete stop codons (Nd2,
Cox2, Atp6, Nd4, and Cytb have T- -, and Cox3 and Nd3 have TA-). TAG is the stop codon for Nd6

and AGG is the stop codon for Cox1.

Salminus  brasiliensis (Cuvier, 1816), popularly known as
dourado, is one of the largest fishes in the order Characiformes,
with adults weighing more than 20kg. It lives mainly in the
Parana-Paraguay and Uruguay rivers basins in Brazil, Argentina,
Uruguay, and Paraguay, but it also occurs in other places, such as
Lagoa dos Patos, Brazil (Rueda et al., 2011). Salminus
brasiliensis is an important predatory piscivore that migrates
upstream in the rainy season to reproduce (Esteves & Laobo, 2001;
Filho & Schubart, 1955; Lima & Britski, 2007). During
migration, some populations are affected by dam constructions
(Agostinho et al., 2003). Dourado is also prized by both
commercial and amateur fisherman due to its flesh flavor and
its resistance when caught (Lima & Britski, 2007).

A S. brasiliensis was caught in the Grande River (20°01'53.8’
S, 48°13'27.5 W) and DNA was extracted from its muscular
tissue according to Sambrook & Russell (2001). A genomic
library was built using Nextera Kit (Illumina, San Diego, CA)
according to the manufacturer’s protocol, and the library was then
sequenced using MiSeq sequencer (Illumina, San Diego, CA)
with a 500 cycles paired-end strategy. We performed a de novo
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assembly using MIRA assembly 4.0 (Chevreux et al., 1999), and a
unique 17.721bp contig with 148x coverage was extracted
(GenBank acession number KM245047; Table 1). It had
overlapping edges, and the highest BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) hits for this contig in Nucleotide
Database of NCBI were to other complete Characiformes
mtDNAs, confirming it as a mitochondrial genome sequence.
We used Mitoannotator feature from Mitofish (Iwasaki et al.,
2013) to annotate it. The molecule contains 13 protein-coding
genes (PCGs), 2 rRNA genes, 22 tRNA genes, and a major non-
coding Control Region. All PCGs, except for Nd6, are coded
on the heavy strand. The gene order and coding strand
were consistent with the order Characiformes. AT proportion
was 55.7%.

All of the PCGs had ATG as the start codon, except for Coxl,
which had an unusual GTG start codon. Of the 13 PCG’s, only
five had a complete TAA stop codon. TAG was the stop codon in
Nd6, AGG was the stop codon in Cox/, and seven genes haf
incomplete stop codons (Nd2, Cox2, Atp6, Nd4 and Cytb have
T-—, and Cox3 and Nd3 have TA-). Of the 22 tRNAs, eight were
coded on the light strand and 14 were coded on the heavy strand.
A tRNA inference analysis using MITOS (Bernt et al., 2013)
revealed that 21 out of 22 tRNAs fold into the typical cloverleaf
structure. The exception, IRNAS“(GCT ). may lack the D-arm.
The Control Region was between tRNA"™ and tRNA™ and was
2128 bp long. Of the 18 complete Control Regions published for
the order, the average length was 1020bp. The longest currently
known is from Lebiasina astrigata (Nakatani et al., 2011) with
1222 bp long. The enlarged D-loop in 8. brasiliensis was due to
an insertion of 1019 bp, which has no significant BLAST hits in
the nr database of NCBL
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Complete mitochondrial genome sequence of Piaractus mesopotamicus

(Holmberg, 1887)
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Abstract

The migratory species Piaractus Mesopotamicus, popularly known as the pacu, was determined
to have a complete mitochondrial genome of 16,722 bp with 45% GC content. The genome

Keywords

Complete mitochondrial DNA, fish,
next-generation sequencing

contained 13 proteincoding genes (PCGs), 2 RNA genes, 22 tRNA genes, and a 1048 bp

Control Region (D-oop). Almost all the PCGs used the standard ATG start codon, except for

History

Cox1 that used a GTG start codon. Five of the 13 PCGs had a TAA stop codon, two had the

incomplete stop codon TA- (Atp6 and Cox3), and five had the incomplete stop codon T-- (Nd2,

Cox2, Nd3, Nd4, and Cytb). AGG was the stop codon of Cox1.

Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), commonly known as
the pacu-caranha or pacu, is an important fish species that is
widely distributed in the Parana-Paraguay basin in Brazil (Fowler,
1950; Resende, 2003). A member of the Serrasalmidae family, the
pacu is commercially important in professional and sport fisheries
(Severi et al., 1999), and it displays a high potential for fish
farming (Calcagnoto, 1998; Castagnolli & Zuim, 1985; Jomori
et al., 2003; Resende, 2003). The pacu is a migratory species of
the lotic and semilotic environments (Agostinho et al., 2004). As
with other characins, the pacu is one of the first fish to initiate
upstream spawning migration. Pacu grow to approximately 60 cm
in length, with a robust oval body, dark gray back, and yellow
belly (Britski et al., 2007). The pacu is characterized by strong
molariform dentition that is capable of breaking hard fruit and
seeds (Resende, 2003).

Previous population genetic studies of pacu have employed
mitochondrial molecular makers (Calcagnotto, 1998). The verte-
brate mitochondrial genome exhibits highly conserved gene
content (Bilington & Hebert, 1991), and the genome is structured
as a small, circular, covalently closed DNA molecule, ranging
from 15 to 20 kb in size (Boore, 1999).

Mitochondrial DNA was extracted from muscle tissue col-
lected from P. mesopotamicus obtained from the Grande River,
Minas Gerais, Brazil (20°01'53.8" S, 48°13'27.5" W). A genomic
library was constructed and sequenced via MiSeq (Illumina, San
Diego, CA) technology using a paired-end 250-bp strategy.
The complete mitogenome sequence measured 16,722 bp
(GenBank accession number KM245046) with 597 x coverage.

Received 22 September 2014
Accepted 26 September 2014
Published online 16 October 2014

The mitogenome displayed 45% GC content and an overall base
distribution of 30% A, 16% G, 25% T and 28% C. Genome
annotation was performed with MitoAnnotator from the MitoFish
webserver (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp/annotation/
input.html; Iwasaki et al., 2013).

The P. mesopotamicus mitogenome contained 2 rRNA, 22
tRNA and 13 protein-coding genes (PCGs). This makeup is
typical of vertebrate mitogenomes. The Cox/ gene exhibited the
GTG start codon, whereas all the other PCGs displayed the usual
ATG start codon. Stop codon sequences identified in the
mitogenome included TAA, TA— and T-—. Incomplete codons
(T-— and TA-) were completed during posttranscriptional
polyadenylation (Ojala et al., 1981). Five of the 13 PCGs (Ndl,
Aip8, Nd4L, Nd5 and Nd6) contained the TAA stop codon.

The 1048bp control region (D-loop) was located between
the tRNAP® and tRNA™ loci (Table 1). Eight of the 22
RNAs ((RNA®", (RNAM:, (RNAS™M (RNAS™, RNAT,
RNAS™, (RNAP™ and tRNA™") and one PCG (Nd6) were
encoded on the light strand: the other genes were encoded on the
heavy strand (Table 1). All tRNAs were between 68 and 75 bp in
length and folded into a typical secondary structure. Some genes
presented overlapping coding sequences (tRNA®™ and rRNAM";
Cox1 and tRNA™"; Apt8 and Apt6; Nd4L and Nd4; Nd5 and Ndb:
tRNA™" and tRNA™™), most of which overlapped by a single
base.

Our study is the first complete annotation of the pacu
mitogenome. These findings will contribute to future studies
utilizing mitogenomic molecular markers for pacu.
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Hyaluronidase: New Insights into Its Role in
Envenomation
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Abstract

Background: Scorpionism is a public health problem in Brazil, and Tityus serrulatus (Ts) is primarily responsible for severe
accidents. The main toxic components of Ts venom are low-molecular-weight neurotoxins; however, the venom also
contains poorly characterized high-molecular-weight enzymes. Hyaluronidase is one such enzyme that has been poorly
characterized.

Methods and principal findings: We examined dones from a cDNA library of the Ts venom gland and described two novel
isoforms of hyaluronidase, TsHyal-1 and TsHyal-2. The isoforms are 83% identical, and alignment of their predicted amino acid
sequences with other hyaluronidases showed conserved residues between evolutionarily distant organisms. We performed
gel filtration followed by reversed-phase chromatography to purify native hyaluronidase from Ts venom. Purified native Ts
hyaluronidase was used to produce anti-hyaluronidase serum in rabbits. As little as 0.94 pl of anti-hyaluronidase serum
neutralized 1 LDsq (13.2 pg) of Ts venom hyaluronidase activity in vitro. In vivo neutralization assays showed that 121.6 pl of
anti-hyaluronidase serum inhibited mouse death 100%, whereas 60.8 ul and 15.2 pl of serum delayed mouse death. Inhibition
of death was also achieved by using the hyaluronidase pharmacological inhibitor aristolochic acid. Addition of native Ts
hyaluronidase (0.418 pg) to pre-neutralized Ts venom (13.2 ug venom+0.94 pl anti-hyaluronidase serum) reversed mouse
survival. We used the SPOT method to map TsHyal-1 and TsHyal-2 epitopes. More peptides were recognized by anti-
hyaluronidase serum in TsHyal-1 than in TsHyal-2. Epitopes common to both isoforms included active site residues.

Conclusions: Hyaluronidase inhibition and immunoneutralization reduced the toxic effects of Ts venom. Our results have
implications in scorpionism therapy and challenge the notion that only neurotoxins are important to the envenoming
process.

Citation: Horta CCR, Magalhaes BdF, Oliveira-Mendes BBR, Carmo AQOd, Duarte CG, et al. (2014) Molecular, Immunological, and Biological Characterization of
Tityus serrulatus Venom Hyaluronidase: New Insights into Its Role in Envenomation. PLoS Negl Trop Dis 8(2): e2693. doi:10.1371/joumal.pntd.0002693
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Introduction

Accidents with scorpion stings have been a serious public health
problem in Brazil for many decades. In 2007, the World Health
Organization (WHO) officially established scorpion sting enven-
oming as a neglected public health issue in many parts of the
world, especially developing countries [1]. In 2010, the Brazilian
Academy of Sciences (ABC) recognized the accidents caused by
venomous animals as neglected tropical diseases [2].

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

In Brazil, scorpion accidents have the highest incidence when
compared to those caused by other venomous animals, including
snakes [3,4]. The yellow scorpion Tityus serulatus (Ts) is the species
primarily responsible for severe accidents because it is casily
adapted to the urban environment [5,6]. In 2012, the Brazilian
Ministry of Health reported approximately 63,000 cases of
scorpion stings, and some of them led to death [3]. The mortality
rate from scorpion stings 1s approximately 1.77% among children
up to 14 years old, but most accidents occur in adults [7,8].

February 2014 | Volume 8 | Issue 2 | e2693
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Spiders of the Loxosceles genus represent a risk to human health due to the systemic and
necrotic effects of their bites. The main symptoms of these bites vary from dermonecrosis,
observed in the majority of cases, to occasional systemic hemolysis and coagulopathy.
Although the systemic effects are well characterized, the mechanisms of cell death trig-
gered by the venom of these spiders are poorly characterized. In this study, we investi-
gated the cell death mechanisms induced by the whole venom of the spider Loxosceles
similis in human skin fibroblasts. Our results show that the venom initiates an apoptotic
process and a caspase cascade involving the initiator caspase-9 and the effector caspases-3,

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The genus Loxosceles (Araneae, Sicariidae) comprises
105 species of spiders (Platnick, 2013), and many of the
species of this genus have attracted the attention of

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; DMEM, Dulbecco's Modified
Eagle Medium; DMSO0, dimethyl sulfoxide; EM, emission; EX, excitation;
HFs, human fibroblasts; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide.
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researchers due to the human health risk arising from the
systemic and necrotic effects of their bites. In Brazil, where
approximately 10,000 such bites are reported annually,
there are eleven species of Loxosceles spiders, although only
a few, such as Loxosceles laeta (Nicolet, 1849), Loxosceles
gaucho (Gertsch, 1967), and Loxosceles intermedia (Mello-
Leitdo, 1934), represent a great risk for problematic bites.
Recently, Loxosceles similis has been found inside resi-
dences in Belo Horizonte in the state of Minas Gerais,
demonstrating the adaptability of this spider to the urban
environment (Machado et al., 2005).

The condition caused by the bites of Loxosceles spiders is
referred to as loxoscelism, which is characterized by many
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