JULIANA FERREIRA DE MOURA

CARACTERIZACAO IMUNOQUfMICA E MOLECULAR DA
FRACAO DERMONECROTICA DO VENENO DA ARANHA
MARROM LoxoscelesS intermedia

Tese apresentada como requisito parcial a obtencdo
do grau de Doutor pelo Programa de Pds-
graduacdo em Farmacologia Bioquimica e
Molecular, Departamento de Farmacologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Chavez Olértegui

Belo Horizonte
2005



JULIANA FERREIRA DE MOURA

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas e da Saide
pela Universidade Federal do Parana (2000-2001)

Farmacéutica-bioquimica graduada pela
Universidade Federal do Parana (1995-1999)



Esta tese faz parte do projeto originado a partir do
convénio internacional Brasil/Francga representado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e pelo Institut National de la Santé
et de la Recherche Médicale (Inserm)

O trabalho desenvolvido ndo teria sido possivel sem o
apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG)



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Carlos Chévez, pelo incentivo a pesquisa, pelo acolhimento e pela oportunidade;
Ao Dr. Claude Granier e a todo seu grupo pelo exemplo pessoal e profissional;

Ao Prof. Dr. Tomaz A. M. dos Santos pela eterna simpatia e pelo exemplo intelectual e moral;
Ao Prof. Dr. Evanguedes Kalapothakis pelo auxilio e pelas sugestdes sempre pertinentes;

Aos professores, técnicos e alunos do Programa de Pés-graduagdo em Farmacologia Bioquimica
e Molecular, e do departamento de Bioquimica-Imunologia pelo auxilio e agraddvel convivio,
em especial ao Jamil;

Ao meu amigo Prof. Dr. Wanderson Rocha pela inestimdvel contribui¢do;

A amiga Fernanda Bastos pelo trabalho exemplar;

As minhas lindas Kakd, Larissa e Simone, pela amizade incondicional;

A minha familia mineira: Ana Liicia, Aquila, Cal, Cécile Serelepe, Diogo, Dri, Dudu, Fabiano,
Fran, Hugo, Joaquim, Julinho, Liza Carolina, Lold, Karyne, Kénia, Mdrio, Michelle, Mimi, PC,
Paulinha, Paula Henriques, Priscila(s), Rafinha, Rick, Rodrigo, Titi e Vinicio pela amizade,
alegria e carinho;

Aos queridos Carol(s), Cris, BE, Held, Nath pela amizade e bom humor;

Aos meus queridos Thais, Carol, Higgor, Ju, Cibele, Fldvia(s) e Gabriel do Laboratério de
Biotecnologia e Marcadores Moleculares pela amizade e companheirismo;

Ao Dr. Alvaro Romanha, & Dra. Hélida Andrade e a Juciane do Instituto de Pesquisa René
Rachou pela confianca e, principalmente, pela amizade;

A Dra. Ida Gubert e ao Dr. Oldemir Mangili pelo apoio incessante;

A todos do CPPI e ao seu diretor Dr. Rubens Gusso pela gentileza em nos ceder os venenos e os
antivenenos.

Ao bidlogo César C. Carvalho Jr. pela manutencio das aranhas e extragdo dos venenos;

A SoOnia Mara de Oliveira Costa, secretdria do Programa de Pés-graduagdo, pela amizade,
competéncia e profissionalismo;

Finalmente, agradeco carinhosamente a todos aqueles que, com um sorriso ou com uma palavra
de estimulo, fizeram dos meus longos dias de trabalho um incentivo didrio.



A minha familia

As minhas alegrias: FI6, Rafinha e Gugu
Ao Michel

Ao meu pai Umberto,

longe dos olhos mas perto do coragado,
dedico a realizagdo do sonho de hoje.



“O resultado de qualquer pesquisa cientifica séria
$O pode ser o surgimento de duas novas questoes
onde antes, s6 havia uma.”

Thorstein Veblen



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS.......c.ociitiiitieiiitiieeteetete st eteee ettt ess et ete b essesseseebassessesaesessassesseseesessessassesessessassasens ix
LISTA DE QUADROS........ccuoitiietietiitiitestestetessesseseeseesassessessesessessessasessassessessesessessessessssessessessesessessessasens X
LISTA DE TABELAS........oouiititieettetieteeteeeeteeteeteaeeseeseeseseeeseeseesessesseseesensessessesesessesseseesensenseseeseesenseneas xi
LISTA DE ABREVIATURAS .......ocvotiiterrevietiiteteseereetessessessesessessesseseesessessessesessassessesessessessessesessessessesens Xii
RESUMO ...ttt ettt e ettt e et e e e et e e e ee e e e eeeaseeeeenaeeeeenateeesenssseesensteeeeenteeeeennes Xiv
ABSTRAGCT ...ttt e ettt e e e e e ee et et e e e e e eeeeaaaeeeeeeeeeasaaeeaeeeeseaasaaeseeeeeseeasaeaeeaeeeeennnrnnes XV
1 INTRODUGAO ..o 1
1.1 O ARACNIDEO E SUA BIOLOGIA .......coooviiuiiiuietietieteeeeeeteeteeteeeeseeseeseesesesseseeseesensesseseesenseseens 3
1.2 EPIDEMIOLOGIA ........coooviiieiitietieteeeeeeteeteeteeeeteete et eeseseseeseesesessessesesensessessesesenseseeseesenseseens 5
1.3 QUADRO CLINICO ........oooviiniiiiiiiieie ettt ettt eae st s eaeeaeeaeesaeenseesaeenseenneenaeons 6
1.4 O VENENO.......ooitieeetieteeeeeeeeete ettt et et ete et et eteete et et e e ese et et e s essese et et ensesseseesensensesseseeseneessens 8
1.5 MECANISMO DE ACAO DO VENENO .........ccocviuiitiitieeneeteeteeseeeeseeseeseesesessesseseesensesseseesenseseens 11
1.6 PATOLOGIA .......oovovietitiieeieeeettet ettt ettt eseete et e bessessesessesbesseseebasbassessesaesassassessessssessasseseans 14
1.7 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO .......ccooiiveiarierierisressereeseasesesseseesessessessesessessessessessssessesseseens 15
1.8 DA GENOMICA A PROTEOMICA — O IMPORTANTE PAPEL DA IMUNOLOGIA ...................... 16
2 OBJETIVOS ...ttt ettt e e s v e e s tb e e e be e e bae e bae e tbeessbaeessaesnsaeensseessseessseensseeas 21
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......c.ocuiiviiieiiiietieteeeeeeeteeteeteeeeeteeteeeeaeeseeveeseaseseeseeseseaseseeseesenseneas 22
3 MATERIAL E METODOS ..........ooiomiooereeeeeeeeeeeeeeeseeeesees e 23
3.1 OBTENCAO DE VENENOS........ccctiittiitientiestienttesteesseesseesseesseesssesssessessssessessssesssesssesssssssesesnses 24
3.2 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLI- E MONOCLONALIS ........cccceoiteiuieriienrienereneresneesneeseeesneenns 24
3.2.1 PRODUGAO DE SORO DE CAVALO ESPECIFICO PARA O FATOR DERMONECROTICO DO
VENENO DE L. IRICTIEAIA. ..........vvveeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeieeeee e e eeeeeiaaaeeeeeseeennaanes 24
3.2.1.1 Imunizag@o do cavalo com DNF........ccccocceiiiiiinniiiiiiiieeeeeeeeeeeeen 25
3.2.2 PRODUGAOQ DE ANTICORPOS MONOCLONALS ....c..ccverirrirerrereeressessessesessessessesessessessesens 25
3.2.2.1 Imunizacio de camundongos BALB/C........ccccccuvviriiiniienieniiieeeeeeeeen 25
3.2.2.2 Obteng@o dos hibridomas — .....cceeviiiiiiiiieieeeeeeeeee e 26
3.2.2.3 Selecdo e clonagem dos hibridomas ...........ccceceereereenieeniieneenieneeneeieeneeen 27
3.2.2.4 Produco de liquido aSCItiCO ...eevverriieriiriiieniieieeieeieeieeite ittt 27
3.3 CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONALIS ........c.coocteitieiuienrieneieneeeneeeneeseeesseennns 27
3.3.1 GELEM SDS PAGE, ELETROTRANSFERENCIA E IMMUNOBLOTTING .........ccvevvevevennae. 27
3.4 PURIFICACAO DO VENENO TOTAL DE L. intermedia POR COLUNA DE AFINIDADE............. 29
3.4.1 MONTAGEM DA COLUNA DE AFINIDADE ........c.cevetetietieteeeneeseeseeseseseeseesesesseseeseseseens 29
3.4.2 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECONHECIDAS PELO LIMABT.........ccccoeveverrereerennennnn. 30
3.5 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL ........ccccoovetetietiiteiesiereesessesseseesessessesseseesessessessesessessessesens 31
3.5.1 MIGRACAO EM PRIMEIRA DIMENSAO — ISOELETROFOCALIZACAO (IEF)..................... 31
3.5.2 MIGRACAO EM SEGUNDA DIMENSAO - GEL SDS/PAGE ........ccccoeviiiieieeeeeeeene. 33
3.5.3 WESTERN BLOTTING DOS GEIS BIDIMENSIONALS .......ccevververerrirrenrereerensersessesessessessesens 36
3.5.3.1 EletrotranSferncia .......cccccvieiiieeiiieeiieciie e eereeereeeieeeireeseveesereeseveeeaneenes 36
3.5.3.2 ImmunobIOtting — .ooceeieeeieeeeeeeee s 36
3.6 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DE VENENO DE L. intermedia PELO LIMAB7 ....... 37
3.6.1 ENSAIO HEMOLITICO = .iocicciecieiieiieiieieieeteeetestesteeteessestesesseessessessesseessessensesssessensas 37
3.7 NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DO VENENO DE L. intermedia
PELO LIMABT .......ooviviitiitiieeieiietistet ettt et st estese et st et esseseebesbessesaesesbessessessesassassassassssessassasens 38
3.7.1 ENSAIO DE NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA IN VITRO ............. 38
3.8 METODO DE SPOT-SYNTHESIS ........c.ccveeveueeueeeeeeeereeseeseeeseeseesesessesseseesesseseesessssessessesensesens 39
3.8.1 SINTESE DE PEPTIDEOS SOBRE MEMBRANA DE CELULOSE..........ccocveuievieieneeneereerenenenn. 40
3.8.2 REATIVIDADE DOS ANTICORPOS FRENTE A PEPTIDEOS SINTETICOS LINEARES............. 41

3.8.2.1 Imunoensaios com peptideos sintéticos sobre membrana.............ccceeueeneeee. 41



3.9 PHAGE DISPLAY............ooeuee et eeieeeieeeieeeteeeete e e e ate e s st e snsaessstesnseaanseesnseeansaesnsseennseennseennses 42

3.9.1 BIOSSELECAO DE PEPTIDEOS SOBRE PLACA .......ccocviviuiueeeeerereeeerreseseseaeessesesessseesnans 42
3.9.2 SELECAO DE CLONES  uvtiiieittieeeeiteeeeeeteeeeeitveeeeeteeeeeesasessensseseeesseeeensesesensseesenseens 47
3.9.3 AMPLIFICACAO DOS CLONES SELECIONADOS ........c.oveuiueueeerereuenrseseseseseesesesesesessesenans 47
3.9.4 PRECIPITACAO DO DNA ... .ootiiiiiie ettt ettt e et e e tr e e et ee e eeareeeeeaaeeeeeaneeas 48
3.9.5 SEQUENCIAMENTO ....eeteeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessesseseeeessessesseessessessesseessessesseseeseensen 49
3.9.6 ANALISE DA REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS FRENTE AO LIMAB7 POR DOT BLOT ....... 50
3,10 SINTESE PEPTIDICA ......oouiiiiiiiiieieiei ittt ettt 50
3.10.1 PEPTIDEOS SOLUVEIS ......ccoiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie st 50
3.10.2 ATIVACAO DA RESINA ....uuviiiietiieeeeiteeeeeeiteeeeeeteeeeeeiaeeeeesaressensseseeeaseseenseeeeensseeseeseens 51
3.10.3ATIVACAO E ADICAO DOS AMINOACIDOS A SEREM ACOPLADOS ..........cccovveverererenrnnnss 52
3.10.4 CLIVAGEM DO PEPTIDEQ .....ocoviiitiiiieitieitieiteeeteeeteeeteeeteeeseeeteestsesseesasesssesssesssessnesanenens 53
3.11 ANALISE DA BIBLIOTECA DE CDNA .........cooiiiiiiiieeeee e 53
3.11.1 PREPARO DAS PLACAS DE LISE......cccouttiieitiieeeeitreeeeetreeeeereeeeetreeeeenseeeesnseeeeesseeesennnens 55
3.11.2 IMUNOSSELECAO .vouiiieeeeeceeeeeeeeeeeee ettt es e n st eaennanans 56
BUI13EXCISAD oottt ettt ettt ettt sttt bttt b e s bt bbbt s be e nten 57
3.11.3.1 Obtencdo de colonias 1S0ladas .......ccc.eevueeruerrieenierrieerieeieeieeeeeee e 60
3.11.3.2 PCR d€ COIOMIAS .....eveeeueieeiieeeiiieeiieeiieeiteesieesteeeseesseeeseeesnseesnseesnsaessssennns 60
3.11.4 SEQUENCIAMENTO DO CDNA .....ooiiiiitiiiiie ettt et s 61
3.11.5 Andlise do sequenciamento dos CDINAS ..........cccoviiiiiiiiiiiiniiiceeee e 63
G RESULTADOS ..ottt ettt bttt sh st s bt s bt st e st e st e s bt eseestenbesbeeseennen 64
4.1 CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ........voeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeerereeeeeeeees 65
4.1.1 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DO LIMABT7 .......ocviuiuiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennas 65
4.2 PERFIL PROTEOMICO DO VENENO DE ARANHAS DO GENERO Loxosceles........................... 66
4.3 REATIVIDADE DO LIMAB7 FRENTE AO VENENO DE L. intermedia EM GEL 2D .................. 70
4.4 GEL BIDIMENSIONAL DAS PROTEINAS DO VENENO DE L. intermedia PURIFICADAS
EM COLUNA DE AFINIDADE .....ooiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt e ete et s et et e eensenaeeanesenneennesannes 71
4.5 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE L intermedia PELO LIMABT ......... 72
4.6 INIBICAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DO VENENO DE
L. intermedia PELO LIMABT ........cccccoctrimiiniiininiintentetnitsteteee ettt st te st et saeseneenens 73
4.7 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT SYNTHESIS ..........ccoccvevveevieriennennnn. 74
4.8 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS PELO METODO DE PHAGE DISPLAY. ...............c.cccoeeveveuenennn.. 76
4.9 SINTESE DE PEPTIDEOS SOLUVEIS .......c.cotiiiiiuittiiiinieteientieestetesesesteesteseseseesssseseseseensesesesens 78
4.10 REATIVIDADE DO LIMAB7 FRENTE AOS PEPTIDEOS CICLICOS .........c.cccoovveeeieereereeneennn. 78
4.10.1REDUCAO E ALQUILACAO DOS PEPTIDEOS CICLICOS ....ccvvieueeeteeeeneeeenreeeeeeenaeeenaeeenns 79
4.11 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS A PARTIR DA BIBLIOTECA DE CDNA DA GLANDULA
DA ARANHA L. IREETMEAIQ ...............ccveiiiiiiiiiiniiiiiiniieeeneeeeeesie et 80
4.11.1CARACTERIZACAO DAS SEQUENCIAS PROTEICAS DEDUZIDAS UTILIZANDO-SE
ALGORITMOS ..ottt et et e et st ea et s ta s eaeeansaneaeeansanennens 83
4.11.1.1 Peptideo sinal e proteina madura...........ccceeuerievievininienenenieeeeeeeeeenen 83
4.11.1.2 Sitios de gliCOSTIACAO ..ecvivviiiieiieie ettt 86
4.11.1.3 Sitios de fOSfOrilagao .........ccovervieriiiriiniiiiee e 86
4.11.1.4 Outros sitios de modificacdes pOs-traducionais............cceevevvieeeveenuenneeeenne. 87
4.11.1.5 Identificac@o de seqiiéncias protéicas SImilares ............ccceeereveerierreerieenneenne. 88
4.11.1.6 Estudo de dominios conservados entre familias de protefnas....................... 92
4.11.1.7 Estudo de homologia estrutural com a Smase I de L. laeta ......................... 93
5. DISCUSSAD ...ttt 95
6. CONCLUSOES........cooooiriiriiiceiie i sesse st 105
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........ooomoooeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 107
APENDICES ......c.ovttrrveittmeereesssee s sesssse st eess stk 118

ANEXOS ..ttt ettt sttt sttt ettt ettt e et ene s 128



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18
Figura 19
Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

LI1STA DE FIGURAS

Aranha do ZENETO LOXOSCELES .........cocuevueeiuiiiiiiiiiiiieneetet ettt 3
Aranhas da eSpécie L. iNtermedia............occevueevuirouiniinieiniiiieieneenieesieeieeae e 4

Nuimero de acidentes por aranhas do género Loxosceles em Curitiba — PR entre

08 anos de 1987 € 2004 ........c..coiiiiiiieieieie ettt 6

Lesao caracteristica do acidente loxoscélico em pessoa adulta ..........cceeveeriiennneene 7

Selecdo de seqiiéncias peptidicas por Phage display.............cccccceeevecueecinvcnennenne. 45
Mapa do VEtor Zap EXPIeSS ....cc.cevueiiiriiriiniieieeiieitesitesit ettt 54
Mapa circular do vetor pPBK- CMV ......coociiiiiiiiiiiiiiiienieceieeeee e 54
Imunosselec@o de fagos 1ambda ...........ooeeviiiiiiiiiniiniini e 59
Caracterizacdo dos anticorpos monoclonais anti veneno de L. intermedia................ 65
Avaliagdo da reatividade do LimAb7 por Western Blotting ............c.cccecceeuvecuenuennnen. 66
Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. intermedia..................coccoeeeeuvecueecucncuenueneenne. 68
Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. laeta (do Brasil)...........ccocevveieinieeecciieeeennnen.. 68
Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. laeta (do Peru) ..........ccccooeeevieeeiiieeccciieeeenee. 69
Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. gaUuUCRO ........cccueevveeeciieeiieciieeiiesieeee e 69

Reatividade das proteinas do veneno de L. intermedia reconhecidas pelo
pool de anticorpos MONOCIONAIS ........coueeruieriieiiieiiiieiee ettt 70

Western Blotting das protefnas da fracdo dermonecrética do veneno
de L. intermedia reconhecidas pelo LIMADT ...........ccccooviiiiiiiiiiniiniiicicceeeeene 71

Géis bidimensionais do veneno bruto de L. intermedia e das proteinas purificadas

por afinidade corados com Azul de COOMASSIE ........ccverueerieererrienienieneenieeieeieeenns 72
Percentagem de inibico da hemolise LImAD7.........cocoviiiiiniininiiiieiceiee 73
Percentagem de neutralizacdo da atividade esfingomielindsica pelo LimAb7 .......... 73

Reatividade da seqii€ncia linear da LiD1 frente aos anticorpos poli € monoclonal... 74

Avaliacdo da reatividade de peptideos lineares de 15 aminodcidos da proteina
LiD1 frente ao anticorpo policlonal de cavalo anti DNF.........cc.ccocccociniinnninnnnnn. 75

Evolucao da afinidade dos fagos ao LimAb7 nos pannings 1, II e 111
avaliada por ELISA ...c..coiiiiiiiet ettt s 76

Evolucao dos clones ciclo apds ciclo de sele¢do (PI, PIL e PIII) ........ccccceveeiinnennnen. 77

Reatividade dos peptideos ciclicos sintetizados sobre a membrana de Spot
frente a0 LIMADT ....c.oooiiiiii et 79

Efeito da reducdo e da alquilagdo do mimotopo no reconhecimento
PElO LIMADT ..o e 80

X



Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Quadro 1

Quadro 2
Quadro 3
Quadro 4
Quadro 5
Quadro 6
Quadro 7

Quadro 8

Perfil eletroforético dos fragmentos de cDNA amplificados ao se utilizar
INICIAAOTES T3 € T7 .o s 80

Histograma correspondente ao alinhamento das seqiiéncias de
aminodcidos de proteinas do veneno de aranhas do género Loxosceles

com identidade acima de 80 ..........cccecueveviiniiniiiiiiiiiiciee e 82

Seqiiéncia de nucleotideos e aminodcidos da proteina relativa aos clones

20 (A) € 24 (B)aeerirtieieeieeteet ettt ettt 85

Possiveis sitios de N-glicosilagdo das proteinas relativas aos clones

20 (A) € 24 (B)aeerirtieieeieeteet ettt ettt 86

Possiveis sitios de fosforilagdo das proteinas relativas aos clones

20 (A) €24 (B)ueoneeieieieeieeeee e s 87

Alinhamento de seqiiéncias de aminodcidos gerado pelo programa PSI-BLAST

para as proteinas correspondentes a0 CDNA 20 (A) € 24 (B) ..coovevveveeneeniiniieniennene 89

Alinhamento de dominios conservados entre proteinas deduzidas a partir do

cDNA dos clones 20 e 24 com proteinas da familia GDPD ..................ccccecinenen. 92

Alinhamento de dominios conservados entre proteinas deduzidasa partir de cDNAs

dos clones 20 (A) e 24 (B) com a proteina UgpQ da familia GDPD........................ 93

Alinhamento da proteina relativa ao cDNA 24 com a Smase I de L. laeta

com estrutura TIM barrel...........cooeiiiiiiiiniiniiiiicceee e 94
LISTA DE QUADROS

Principais espécies responsdveis pelos acidentes loxoscélicos, nimero de casos,

formas clinicas e mortalidade nos diferentes estados ..........ccoceeevveiecienicneninennenne. 5

Evolucio da lesdo em fung@o do tempo apds o acidente loxoscélico.............cc..eu..e.. 6

Programacg@o do aparelho IPGPhOT ............ccoociiiiiiiiiiiicicccccceceeene 32
Descri¢ao dos passos para coloracio de gel bidimensional por prata........................ 35
Descricao dos passos para colorag@o de gel bidimensional por Azul de Coomassie ....... 35
Reagdo de PCR de COIOMIAS ....c.uvieuieeiiieiieeiieeite ettt aae s eaneen 60
Programa utilizado na PCR com iniciadores T3 € T7......cccccccceeviriiniiniiiiiniiniennene 61
Programa utilizado na PCR para seqiienciamento de cDNA ..............ccccocieiinenen. 62



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

L1STA DE TABELAS

Caracteristicas de algumas das proteinas presentes no veneno de aranhas
do género Loxosceles quanto a massa molecular e atividade bioldgica.................... 10

Seqiiéncia de aminodcidos dos clones isolados apds selecdo a partir de
biblioteca de fagos MI3......c..coiiiiiiieee e 78

Comparacio entre as seqiiéncias nucleotidicas dos cDNAs dos clones 20 e 24
com as seqiiéncias de L. boneti 3 e L. laeta HI10 ............ccccooeiriiniiniiniiiiniiiieneene 81

Sitios de modificacdo pds-traducionais das proteinas maduras relativas aos
ClONES 20 € 24 ..eiieeee e s 88

Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de aminoacidos correspondentes
as proteinas maduras componentes dos venenos de aranhas do género Loxosceles .. 91

X1



o >

CAM

AAS
BCIP
BSA
CBS
cDNA
CID
CK2
CM
CPPI
Ccv
DAB
DIPC
DMC
DMEM
DMF
DMSO
DNA
DNF
DIPC
DTE
DTT
EDTA
ELISA
Fmoc
GM-CSF
HAT
HT
HOBt
HPO
IEF
IeG

IL

IPG
IPTG
KLH
kDa
LB

Li
LiD1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorbancia
Angstrom

Complexo de Ataque a Membrana

Aminodcido

Soro anti araquinidico

5-bromo, 4-cloro, 3 indoilfosfato

Albumina bovina sérica

Tampao citrato

DNA complementar

Coagulacdo Intravascular Disseminada

Caseina cinase II

Carboximetil celulose

Centro de Pesquisa e Produ¢do de Imunobiolégicos
Cutaneo-visceral

Diaminobenzidina

Diisopropilcarbodiimida

Diclorometano

Dulbecos’s Modified Eagles Medium
N'N“dimetilformamida

Dimetil sulféxido

Acido desoxirribonucléico

Fator dermonecrético do veneno de L. intermedia
Diisopropilcarbodiimida

Ditioeritritol

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminoacético

Ensaio Imunoadsorvente ligado a enzima
9-fluorenil metil oxicarbonil

Fator estimulante de coldnias de granuldcitos — macréfagos
Hipoxantina, aminopterina e timidina
Hipoxantina e timidina

1 - hidroxibenzotriazol

Horseradish peroxidase

Isoeletrofocaliza¢ao

Imunoglobulina G

Interleucina

Isoelectricfocusing gradient

Isopropil B- D- tiogalactosidio

Keyhole limpet hemocyanin (hemocianina de caramujo)
Quilo Daltons

Luria Bertani

Loxosceles intermedia

Proteina dermonecrética 1 do veneno de L. intermedia

Xii



LimAb
LIPAPE
LiTx1
LC
LPA
LPC
LVC
MCP
MHC
mRNA
MTT
NAGE
OPD
PAGE
PCR
PEG
pfu

pl
PKC
PMN
rpm
SDS
SmaseD
TFA
TNF
TU
TYR
Ul

A%
VEGF
Vh

Anticorpo monoclonal que reconhece o veneno de L. intermedia

Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa em Animais Peconhentos

Toxina de baixa massa molecular do veneno de L. intermedia
Loxoscelismo Cutianeo

Acido Lisofosfatidico

Lisofosfatidilcolina

Loxoscelismo Viscero-Cutineo

Cofator de membrana reguladora de complemento
Complexo principal de histocompatibilidade

RNA mensageiro

3-(4, 5-dimetiltiazol 2-il) 2, 5-brometo de difeniltetrazolium
Nicleo de Andlise do Genoma e Expressdo Génica
Ortofenilenodiamino

Polyacrilamide gel electrophoresis

Reacdo em cadeia da polimerase

Polietilenoglicol

Plaque forming unit (unidade formadora de colonia)
Ponto isoelétrico

Proteina cinase C

Polimorfornuclear

Rotag¢des por minuto

Sédio dodecil sulfato

Esfingomielinase D

Acido trifluoroacético

Fator de Necrose Tumoral

Unit tranducing (Unidade de transducdo)

Tirosina cinase

Unidade Internacional

Volts

Fator de crescimento endotelial vascular

Volts por hora

Xiii



RESUMO

Com o objetivo de investigar a bioquimica e a imunoquimica de proteinas
presentes no veneno de L. intermedia, treze anticorpos monoclonais foram produzidos
e, um deles, denominado LimAb7, foi capaz de neutralizar a atividade dermonecrotica
induzida por esta peconha em coelhos. Para caracterizar as proteinas reconhecidas por
este anticorpo monoclonal, diferentes técnicas foram empregadas como, por exemplo,
eletroforese bidimensional, ensaios de neutralizacdo das atividades hemoliticas e
esfingomielindsicas, técnica de Spot-synthesis, Phage display e imunosselecdo de uma
biblioteca de cDNA da glandula do veneno de L. intermedia. Através de um Western
Blotting feito a partir de um gel bidimensional do veneno bruto de L. intermedia,
verificou-se que LimAb7 reconheceu, pelo menos, 15 proteinas que fazem parte da
familia das proteinas da fracdo dermonecrética. Além disso, foi capaz de inibir 84 % e
63,5% das atividades hemoliticas e esfingomielindsicas induzidas pelo veneno, in vitro,
respectivamente. Quanto a técnica de Phage display, todos os mimotopos selecionados
pelo LimAb7 apresentaram uma por¢ao hidrofilica flanqueada por duas cisteinas, alguns
dados sugerem que este anticorpo monoclonal apresenta efeito neutralizante pela
ligacdo a um determinante antigénico dependente de conformacao. Neste trabalho, ainda
foram identificadas duas seqii€éncias de aminoacidos a partir de uma biblioteca de cDNA
da glandula de veneno de L. intermedia. A analise das mesmas revelou que as proteinas
deduzidas, ambas com 283 aminodcidos, sdo isoformas que apresentam 46 e 47,5% de
similaridade com a LiD1. As massas moleculares das proteinas sao de 32.036 e 32.180

Da e seus pontos isoelétricos tedricos 6.36 e 5.94, respectivamente.
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ABSTRACT

To investigate the biochemistry and the immunochemistry of proteins from L.
intermedia spider venom, thirteen monoclonal antibodies were produced. On of them,
called LimAb7, was able to neutralize the dermonecrotic activity induced by venom in
rabbits. In an effort to characterize the proteins recognized by the neutralizing
monoclonal antibody, we have used different approaches as two-dimensional
electrophoresis, neutralizing assay of hemolytic and a sphingomyelinase activities, Spot
peptide synthesis, Phage display technology and immunoscreening of L. intermedia
venom gland cDNA library. In an Western Blotting of L. intermedia venom 2D
electrophoresis gel, the LimAb7 reacted strongly with at least 15 proteins that can
belong to proteins family from dermonecrotic portion. Furthermore, LimAb7 was able
to inhibit 84% and 63.5% of hemolytic and sphingomyelinase activities induced by
crude venom. By phage display, all peptide mimotopes screened by LimAb7 expressed
a hydrophilic portion flanked by two cysteines, these findings have suggested that this
monoclonal antibody mediates their neutralizing effect by binding to conformational
dependent antigenic determinant. Two clones from L. intermedia venom gland cDNA
library have identified by immunoscreening using LimAb7. The sequence analysis
revealed these proteins, both wiht 283 amino acids, are isoforms with 46 and 47,5% of
similarity with LiD1. The molecular weight of 32.036 and 32.180 Da and their theorical

isoelectric points are 6.36 and 5.94, respectively.
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1. INTRODUCAO

Loxoscelismo, araquidismo necrético ou gangrenoso sao alguns dos termos
utilizados para descrever lesdes cutaneas necrdticas degenerativas e manifestagcoes
clinicas caracterizadas por falha renal e distirbios hematoldgicos provocadas por
acidentes com aranhas do género Loxosceles (Futrell, 1992).

Embora esses aracnideos apresentem ampla distribuicdo mundial (Futrell, 1992;
Young & Pincus, 2001), na dltima década, muitos estudos foram realizados com o
veneno dessas aranhas motivados pela elevada infestagdo intradomiciliar e pelo
crescente nimero de casos ocorridos na regido sul e sudeste do Brasil, principalmente
no estado do Parana e Santa Catarina. Somente entre os anos de 1989 e 1990, de todos
os casos de loxoscelismo notificados no pais, 77,4% deles ocorreram na cidade de
Curitiba e regido metropolitana (Ribeiro et al., 1993), onde a espécie L. intermedia é
predominante, sendo notificados, no ano de 2004, 3.741 casos (SESA, 2004).

A migracdo desses aracnideos para o ambiente urbano foi verificada com o
recente ressurgimento de aranhas do género Loxosceles nos domicilios dos bairros Serra
e Belvedere, na cidade de Belo Horizonte, mais precisamente das espécies L. similis e L.
anomola (Silvestre et al., 2005) antes encontradas somente em ambientes cavernicolas.

O veneno desses aracnideos apresenta numerosas toxinas sendo que algumas das
proteinas que o compdem té€m sido caracterizadas bioquimica e biologicamente quanto a
estrutura e mecanismos de acdo que acarretam os efeitos nocivos em mamiferos.
Alteragdes histopatoldgicas, celulares e sanguineas, além de caracterizacdes da resposta
inflamatéria desencadeada pelo veneno tém sido recentemente descritas, apesar de
pouco progresso ter sido alcancado na proposta de um tratamento eficaz para o
loxoscelismo (Isbister & White, 2004).

Um dos componentes do veneno responsdvel pela dermonecrose apresenta
caracteristicas de uma esfingomielinase D ou Smase D (Kurpiewski et al., 1981). Além
do interesse cientifico motivado pelos varios efeitos clinicos dos acidentes loxoscélicos,
as toxinas do veneno desses aracnideos também sdo alvo de estudos que visam ao
desenvolvimento de bioinseticidas (Corzo et al., 2000; Castro et al., 2004), de drogas
terapéuticas (Smith & Vane, 2003), ferramentas farmacoldgicas (Isbister & White,
2004) ou de possiveis vacinas a serem empregadas em locais endémicos (Araujo et al.,

2003) .
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1.1 O ARACNIDEO E SUA BIOLOGIA

As aranhas sdo artropodes da ordem Araneae caracterizados pela existéncia de
um exoesqueleto articulado quitinoso cujo tamanho compreende desde milimetros a
centimetros, raramente excedendo a 20 cm para as formas terrestres. Diferenciam-se dos
demais por apresentarem corpo dividido em cefalotérax e abdomen. Esses aracnideos
caracterizam-se pela presenca de um par de apéndices mastigadores ou queliceras, um
par de palpos e quatro pares de pernas ligados ao cefalotérax e de duas a oito fiandeiras
no abdomen. Em geral sdo predadoras de outros artrépodes principalmente insetos
(Sams et al., 2001; Goyffon, 2002).

Em todo o mundo sdo aproximadamente 30.000 espécies (Lucas, 1988). Dentre
as 20 ou 30 espécies consideradas importantes quanto a toxicidade para o homem,
encontram-se as aranhas pertencentes ao género Loxosceles, familia Loxoscelidae e
superfamilia Plectruroidea (Sams et al., 2001).

Por tolerarem uma ampla variagdo de temperatura (Fischer & Vasconcellos-
Neto, 2003), esses artropodes sdo cosmopolitas, encontram-se tanto em climas tropicais
como subtropicais e estdo distribuidos por toda a América, Europa (regido do Mar
Mediterraneo), Africa (Futrell, 1992) sendo, mais recentemente, encontradas também na

Oceania (Young & Pincus, 2001). Sao mais

/ : ¢ 5 de dezessete espécies na Africa, duas na
Europa, mais de cinqiienta na América do
Norte e do Sul (Futrell, 1992). No Brasil,
principalmente nos estados do sul (Parand e
Santa Catarina) e sudeste (Sao Paulo), sdo

trés as principais espécies de interesse

i ) médico, Loxosceles intermedia, Loxosceles
i};A_,_-'_' 3adem —— gaucho e Loxosceles laeta (Ministério da
Figura 1- Aranha do género Loxosceles Saude, 2001).

Estas aranhas sdo pequenas, apresentam trés pares de olhos, medem de um a dois
centimetros de corpo e trés a quatro centimetros de envergadura, incluindo as pernas
(Futrell, 1992). Sao denominadas, popularmente, de ‘“aranhas marrons” por
apresentarem o corpo de cor marrom-amarelada (Fig.1), ou de aranhas-violino por

possuirem uma mancha escura na forma do instrumento. A olho nu as outras espécies

se diferenciam da L. intermedia por particularidades do cefalotérax que, no caso da L.
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gaucho, apresenta uma mancha clara em forma de estrela (Jorge et al, 1991).
Caracterizam-se por ndo serem agressivas, por construirem teias irregulares de fios
adesivos e por seus habitos noturnos, preferindo lugares escuros e secos (Lucas, 1988).

Na natureza, essas aranhas podem viver por 3 a 7 anos (Andrade et al.,2000) e
encontram-se sob pedras, cascas de arvores, em fendas e cavernas. Por se adaptarem
facilmente ao ambiente urbano, sdo encontradas em pilhas de tijolos, telhas e entulhos.
Ja no ambiente domiciliar alojam-se atrds de méveis, quadros, cantos e outros locais que
ndo sdo limpos com freqiiéncia (Lucas, 1988).

Em um estudo recente, Sandidge (2003) relatou que aranhas da espécie L.
reclusa preferem as presas mortas as vivas, mesmo que estas tenham sido eliminadas
por meio de inseticidas.

Esses aracnideos resistem por meses sem dgua ou comida (Futrell, 1992) e
ambos os sexos sdo peconhentos (Fig. 2), porém a fémea produz uma maior quantidade
de veneno cuja atividade dermonecroética, em coelhos, mostrou-se mais potente quando

comparada a do macho (Oliveira et al., 1999; 2005).

IIII||||||IIII|IIII| I|IIII|IIII|I||I|IIII|IIII|I jiitl
em 10 11 12 14 14 1

Figura 2 — Aranhas da espécie L. intermedia. Aranha macho (a direita) e fémea (a esquerda).

Modificado a partir de Silva et al., 2004

A glandula de veneno da aranha L. intermedia é composta de duas camadas de
musculo estriado sendo uma interna e outra externa. As células epiteliais sao
encontradas lado a lado havendo projecdes ao limen que € rico em vesiculas secretoras
contendo veneno. A lamina basal que separa as células epiteliais secretoras das células
musculares das  glandulas  contém  glicoproteinas, residuos  sulfatados

glicosaminoglicanos, laminina e entactina (Santos et al., 2000).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

As aranhas do género Loxosceles distribuem-se amplamente pelos continentes
sendo encontradas na América do Norte (Futrell, 1992) e do Sul (Ministério da Sadde
2001, Sezerino et al., 1998), Africa, Europa (Futrell, 1992) e Oceania (Young & Pincus,
2001).

No Brasil, sdo trés as espécies de interesse médico: Loxosceles intermedia, L.
gaucho e L. laeta. A maior incidéncia de casos de loxoscelismo (Quadro 1) ocorre nas
regides sul e sudeste do pais sendo a espécie L. gaucho encontrada mais freqiientemente
no estado de Sdo Paulo e L. laeta e L. intermedia nos estados de Santa Catarina e

Parand, respectivamente (Ministério da Saude, 2001).

‘s . Forma Forma .
sk
UF  Espécie Periodo  Casos cuténea (%) CV** (%) Mortalidade (%)
SP L gaucho 1984-1993 297 96,9 3,1 0,3
PR L. intermedia 1990-1995 9.980 99,8 0,15 0,1
SC L. laeta  1984-1996 267 86,9 13,1 L5

Quadro 1 - Principais espécies responsaveis pelos acidentes loxoscélicos, niimero
de casos, formas clinicas e mortalidade nos diferentes estados

* Agente responsdvel mais comumente encontrado
*# CV - Cuténea -visceral
Fonte:Ministério da Saide — FUNASA (2001)

Na cidade de Curitiba e regiao houve um crescimento geométrico da populacao
de aranhas tendo em vista o nimero de casos de loxoscelismo notificados pela
Secretaria Estadual de Saide Ambiental do Parana - SESA (Fig. 3). Em 1987, foram
registrados 131 acidentes loxoscélicos e, até o més de setembro do ano de 2004, foram
mais de 3500 casos (SESA, 2004).

Nao h4, comprovadamente, uma razdo principal que justifique o aumento tao
rapido da populacdo de aranhas e, conseqiientemente do nimero de acidentes. Acredita-
se que o desequilibrio ecoldgico tenha afetado um dos principais predadores da aranha
marrom, a lagartixa doméstica (Hemidactilus sp). Outra hipétese seria o desmatamento
e o concomitante desenvolvimento das construcdes civis, que fizeram com que
houvesse uma mudanca de seu habitat do ambiente peri- para o intradomiciliar. Além
disso, muito provavelmente, as alteracdes climdticas como o prolongamento do verao,
também influenciaram o crescimento populacional das aranhas, uma vez que se nota o

aumento da atividade destes aracnideos nos meses mais quentes do ano (Lucas, 1988;
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Ribeiro et al., 1993; Sezerino et al., 1998). Os acidentes com Loxosceles ocorrem,
sobretudo, em ambiente domiciliar quando a aranha se esconde em uma roupa ou sapato
e € inadvertidamente comprimida contra a pele. Conseqiientemente, a maioria das
picadas se d4 nos membros inferiores e superiores nao sendo freqiiente nos pés ou
tornozelo ou nas maos (SESA, 2004).

A maioria dos acidentados leva mais de 12 horas para procurar atendimento
médico pois, uma grande parcela deles ndo sente a picada. Dificilmente o paciente vé a
aranha e menos de 10% levam a aranha no local de atendimento médico (Ribeiro, et al.,

1993).

4000 -
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1500

1000

Nuamero de casos

500 +
o = m [ B S S S S .
1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
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Figura 3 - Niimero de acidentes por aranhas do género Loxosceles em Curitiba — PR
entre os anos de 1987 e 2004.

Fonte: SESA — Secretaria Estadual de Saddel, Curitiba — Pr
* Numero de casos notificados até setembro de 2004

1.3 QUADRO CLINICO

O loxoscelismo caracteriza-se pelo surgimento de uma lesao dermonecrética que
se espalha gravitacionalmente.

Inicialmente, na regido atingida aparece um eritema em cujo centro surge uma
mécula equimoética. Com o passar das horas ou dias a lesdo adquire um aspecto que é
denominado de placa marmorea e, vesiculas e bolhas de conteudo hemorragico podem
se formar (Futrell, 1992; Sezerino et al., 1998).

Raramente ha febre que, quando ocorre, € um sintoma precoce. No final da
primeira ou segunda semana de evolugdo, muitas vezes, a drea necrdtica se torna bem
delimitada, formando-se, entdo, uma crosta negra (Fig. 4) que, a medida que seca,
diminui de tamanho. No local forma-se uma ulcera de propor¢des varidveis que,

habitualmente, atinge até a hipoderme. Como seqiiela, no local da lesdo permanece a
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cicatriz que pode ser desfigurante ou até
mesmo causar prejuizo funcional. Este
quadro é denominado de loxoscelismo
cutaneo (Futrell, 1992).

O loxoscelismo cutaneo-visceral,
que € bem mais raro, ocorre entre 3
(Cardoso et al., 1988) a 13% (Sezerino et

al., 1998) dos casos, sobrevém horas ou

dias apés a picada e € caracterizado pOr  Figura 4 - Lesdo caracteristica do acidente

N L, . ~ loxoscélico em pessoa adulta
distdrbios hematoldgicos como coagulacdo

intravascular disseminada, anemia hemolitica e trombocitopenia, culminando com a
insuficiéncia renal (Quadro 2). Exames laboratoriais podem indicar hemoglobinemia,

bilirrubina elevada, hemoglobinria, leucocitose e proteintria (Futrell, 1992).

Tempo Sinais cutaneos Sinais sistémicos Sintomas
Formacao de vesicula, eritema, )
1-3h ) Auséncia de dor
cianose

3-12h Inicio da dor e coceira

Edema, eritema, areas
12-24 h ) ) )

hemorrigicas e isquemia
Erupcgio, febre, hemolise, Nédusea, vOmito, mialgia,
24-72h Formac@o da placa marmdrea ) ) )
trombocitopenia e CID calafrios, fraqueza,

) Inicio da formac@o da ulcera, o o
3-7 dias ) Anemia, insuficiéncia renal aguda
regressao do eritema

7-42 dias Tamanho maximo da lesdo
Gradual regressdo da regido

7-120 dias
necrosada

Quadro 2 - Evolucio da lesdao em funcao do tempo apés o acidente loxoscélico*

CID, Coagulagio intravascular disseminada
* Sinais cutaneos variam e os sinais sistémicos e sintomas podem ou ndo ocorrer
Adaptado de Sams et al., 2001
Ha pesquisadores que sugerem que, uma vez que a hemoglobina esteja livre no
sangue, hd a formacdo do complexo hemoglobina/haptoglobina cuja passagem pelo
glomérulo pode causar danos as células no tubulo renal (Wasserman & Anderson,

1983), por outro lado, avaliacdes histoldgicas dos rins de camundongos sugerem que o

veneno loxoscélico atua diretamente como um agente nefrotéxico, uma vez que tanto a
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necrose (Tambourgi et al., 1998a) como o proprio veneno foram encontrados em
estruturas renais (Luciano et al., 2004; Chaim et al., 2005).

Geralmente a picada da aranha € indolor, motivo pelo qual faz com que o
paciente somente se dirija ao atendimento médico horas depois do acidente quando se
inicia a dor local. Esta dor, que varia de leve a severa, é causada, provavelmente, pela
isquemia secunddria a vasoconstri¢do (Futrell, 1992). E sabido que, tanto nos Estados
Unidos como no Brasil, muitos dos casos de loxoscelismo notificados sdo confundidos
com outras doengas de pele como infeccao por Staphylococcus ou Streptococcus, antrax
cutaneo, infec¢des por herpes e Varicella zoster, picadas de insetos e até mesmo com
quadros de ulcera diabética (Vetter et al., 2003; Gubert, 2005).

O progndstico estd relacionado a quantidade do veneno injetado, a espécie
(Ministério da Saude, 2001) e ao sexo da aranha (Oliveira et al., 1999) a velocidade de
difusdo do veneno (Domingos et al., 2003a), a presenca de bactérias como Clostidium
perfringens (Monteiro et al., 2002), bem como a predisposi¢ao genética (Barreto et al.,
1985), idade (Sezerino et al., 1998) e a condi¢do do sistema imune (Wasserman &
Anderson, 1983) do paciente.

O 6bito ndo € freqiiente, podendo ser de 0,2% (Ribeiro et al., 1993), 0,4%
(Cardoso et al., 1988) ou de 1,5% (Sezerino et al., 1998). Felizmente, os pacientes que
sobrevivem ndo apresentam seqiielas. Embora os pacientes ndo apresentem uma
resposta imune vigorosa contra toxinas do veneno loxoscélico, anticorpos contra seus

componentes foram identificados no soro de vitimas (Barbaro ef al., 1992a).

1.4 O VENENO

As espécies de Loxosceles estudadas apresentam diferencas significativas quanto
as caracteristicas de seus respectivos venenos ainda que haja homologia quanto as
seqiiéncias peptidicas (Fig. 5). Barbaro et al. (1996a) demonstraram que o veneno das
trés principais espécies brasileiras apresenta atividade dermonecrética semelhante,
muito embora os experimentos testando a letalidade mostrem que o veneno de L.
intermedia é o mais potente enquanto L. laeta € o menos téxico (Barbaro et al., 1996b).

Corroborando estes dados, em uma pesquisa recente, Oliveira et al. (2005)
verificaram que o veneno de L. intermedia apresenta uma maior letalidade em
camundongos ainda que apresente menor potencial dermonecrético e hemolitico quando

comparado ao veneno de L. laeta.
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Comparando-se os venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta quanto ao
perfil na filtracdo em gel (Sephadex G-100), todos os trés apresentaram padrdes de
eluicdo semelhantes, sendo que o pico com maior massa molecular apresenta atividade
letal e dermonecrdtica. Na eletroforese SDS-PAGE convencional, o principal
componente dos venenos migra a uma distancia proxima do padrdo de massa molecular
de 35 kDa para L. intermedia e L. gaucho, e de 32 kDa para L. laeta, sendo que os
venenos de L. laeta e L. intermedia mostram-se bem mais complexos que o de L.gaucho
(Barbaro et al., 1996a).

Avaliando-se as seqii€ncias N-terminais dos trés venenos constatou-se uma
similaridade acima de 50% (Barbaro et al., 1996a) o que explica a reatividade cruzada
existente entre estes trés venenos evidenciada por ensaios imunométricos (Barbaro et
al., 1994; Chavez-Olortegui et al., 1998, Guilherme et al., 2001).

No veneno de L. reclusa, espécie importante nos Estados Unidos, um grande
nimero de proteinas foi identificado, entre elas fosfatase alcalina, 5’ribonucleotideo-
fosfoidrolase e hialuronidase. Nenhuma das enzimas citadas acima foi capaz de produzir
a lesdo dermonecrdtica tipica em animais porém, somente uma, caracterizada como uma
Smase D (32 kDa), mostrou-se capaz de produzir hemolise, agregacdo plaquetdria e
lesao dermonecrdética em modelos experimentais (Futrell, 1992).

Verificou-se que esta esfingomielinase apresenta 4 isoformas com diferentes
pontos isoelétricos (pl): 8.7, 8.4, 8.2 e 7.8 (Kurpiewski et al., 1981). Valores muito
proximos deste, 8.3 e 8.9, foram obtidos por Tambourgi e colaboradores (1998b) para as
duas proteinas originadas de dois picos purificados do veneno de L. intermedia
comprovadamente com atividade dermonecrdtica. Foi demonstrado recentemente,
utilizando-se gel SDS-PAGE 15%, que espécies européias e americanas do género
Loxosceles como a L. reclusa apresentam perfil diferenciado, além de possuirem
inimeras proteinas de baixa massa (Binford & Wells, 2003).

O grupo de Veiga (2000b) verificou que o veneno de L. intermedia apresenta
proteinas de baixa massa molecular compreendidas entre 5 e 40 kDa e de alta massa
molecular, entre 60 e 850 kDa, além de possuir serino-proteases com 85-95 kDa com
atividade gelatinolitica que também podem estar envolvidas nas agdes do veneno.
Corroborando este estudo, mais recentemente, Barbaro et al.(2005) demonstraram que
além do veneno de L. intermedia, os venenos de L. laeta, L. gaucho, L. deserta e L.
reclusa apresentam atividades gelatinoliticas, caseinoliticas e fibrinogenoliticas, além de

hialuronidases com aproximamente 44 kDa.
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Espécie Molécula PM (kDa) Atividade Referéncias
1 ND ND
L. arizonica 2 32,08 ND Binford et al., 2005
3 31,04 ND
1 ~30 Esfmgohelmfa.swa Ramos-Cerillo f dl.,
2 ~30 Dermonecrotica 2004
L.boneti 3 ~30 ND**
61 Fibrinogenolitica, caseinolitica
e gelatinolitica Barbaro et al.,2005
Hialuronidase 44 Hialuronidasica
Loxnecrogina A 314 Dermonecrotica Cunha er al., 2003
L. gaucho Loxnecrogina B 31,6 v
131 Caseinolitica e gelatinolitica
Hialuronidase 44 Hialuronigdésica Barbaro et al., 2005
. Sem atividade dermonecrética  Kalapothakis ef al., 2002;
LiD1 31,4 . .
Imunogeénica. Aratjo et al., 2003
LoxolisinaA 20 - 28 Fl'brc')nectmol,lt'lca Feitosa et al., 1998
Fibrinogenolitica
Loxolisina B 32-35 Gelatinoitica
Serino-protease 85 Gelatinolitica Veiga et al., 2000b
Hidrdlise de entactina. .
. . Protease ND proteoglicanas e membrzina Veiga et al., 20002;
L. intermedia 2001a,b
basal
61 Fibrinogenolitica, caseinolitica
e gelatinolitica Barbaro et al., 2005
Hialuronidase 44 Hialuronidasica
g; g}’g Dermonecrética e hemolitica Tambourgi et al., 2004
LiTx 1 7.4
LiTx 2 79 Inseticida Castro et al., 2004
LiTx 3 5,6
H17 32 Dermonecrética e hemolitica
Fernandes-Pedrosa et al.,
L. laeta H10 ND** 2002
H13 ND
31,8 Fibrinogenolitica
Hialuronidase 44 Hialuronidasica Barbaro et al., 2005
131 Gelatinolitica
1 ~30 Esfingomielindsica Ramos-Cerrillo et al.,
2 ~30 2004
Fosfatase alcalina ND ND
Hialuronidase 32,5e44 Hialuronidasica Futrell, 1992
L. reclusa 5’ribongcleotideo ND ND Barbaro et al., 2005
fosfoidrolase
Dermonecrética
SmaseD 30-35 Agregacido plaquetdria Kurpiewki et al., 1981
Hemolitica
61 Fibrinogenoliti.ca, fa}seinolitica Barbaro et al., 2005
e gelatinolitica
Hialuronidase 32,5 Hialuronidasica
L. rufescens Caseinolitica, gelatinolitica e Young e Pincus, 2001
Metaloproteases amplo o P,
fibrinogenolitica
L. similis SmaseD 31,2 ND Silvestre et al., 2005

Tabela 1 — Caracteristicas de algumas das proteinas presentes no veneno de aranhas do género

Loxosceles quanto 2 massa molecular e atividade biologica.
ND - Nao demonstado
** Sem atividade esfingomielindsica ou dermonecrética
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Cunha et al. (2003) isolaram e caracterizaram por espectrometria de massa, a
partir do veneno de L. gaucho, duas proteinas denominadas de Loxnecrogin A e B cujas
massas foram de 31.444 Da e de 31.626 Da, respectivamente. Ambas foram capazes de
induzir lesdo em coelhos sendo que a seqiiéncia parcial da primeira mostrou-se muito
similar a da proteina dermonecrdética recombinante, LiD1 (31,253 Da), do veneno de L.
intermedia obtida através do sequenciamento de cDNA realizado pelo grupo de
Kalapothakis (2002).

Através de estudos realizados quanto a composi¢cdo do veneno utilizando-se
ferramentas tais como cromatrografia ou biologia molecular, foi possivel verificar, entre
as vdrias espécies, a presenca de inumeras proteinas, muitas vezes sem atividade

determinada (Tabela 1).

1.5 MECANISMO DE ACAO DO VENENO

O mecanismo de ag¢do do veneno estd sob constante investigagao,
principalmente pela sua composi¢do, considerando-se que as muitas proteinas existentes
agem, provavelmente, sinergicamente.

O poder necrosante do veneno é muito importante considerando-se que uma
aranha adulta possui 4 pl de veneno cujo conteido proteico varia entre 65 e 100 pg
(Kurpiewski et al., 1981). O que mais intriga os pesquisadores é o fato de como um
veneno em uma quantidade, relativamente pequena, pode induzir uma variedade de
efeitos patoldgicos.

Estudos com medicamentos inibidores de complemento diminuem a formacao
da lesdo dermonecrdtica em cobaias havendo diminui¢do da infiltracdo por leucécitos
polimorfonucleares (PMN) verificada através de bidpsias. Acredita-se que tanto a
ativacdo do complemento como a infiltracdo de PMN sejam essenciais para a formagao
da lesdo (Futrell, 1992), ainda que os neutréfilos humanos ndo sejam ativados pelo
veneno, ao contrario, sejam inibidos por ele (Babcock et al., 1986).

Outro evento de importante caracteristica inflamatéria foi verificado por Desai et
al. (2000) com o veneno de L. deserta cuja acdo, em queratindcitos humanos, mostrou-
se estimulante da secre¢do de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um
potente indutor de angiogénese e de permeabilidade vascular.

Em experimento utilizando células de corddo umbilical humano cultivadas em

z

presenca do veneno de L. reclusa, Patel et al. (1994) mostrou que este € capaz de
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induzir estas células a expressar selectina E e a liberar interleucina 8 (IL-8), além do
fator estimulador de colonia de granuldcitos resultando em uma resposta inflamatdria
desregulada.

Feitosa et al. (1998) demonstrou a presenca de duas metaloproteinases presentes
no veneno de L. intermedia, sendo uma delas gelatinolitica (32 - 35 kDa) e uma segunda
com agdo fibronectinolitica e fibrinogenolitica (20 - 28 kDa), denominadas de loxolisina
B e loxolisina A, respectivamente. A hemorragia no local da picada, a vasodilatacdo e a
injuria na parede dos vasos sangiiineos podem estar relacionadas a acdo do veneno
sobre a fibronectina presente nas células endoteliais de capilares e responsdvel pela
adesdo e agregacdo plaquetdrias.

Um dos possiveis mecanismos de acdo do veneno baseia-se no fato de que as
toxinas promovem a liberacdo de laminina além de atuar sobre entactina e heparan
sulfato proteoglicanos cujas presengas sdo extremamente importantes para a estrutura e
funcdo de membranas basais. Estas a¢des hidroliticas poderiam ser uma justificativa
plausivel para as propriedades hemorragicas ou anticoagulantes do veneno, bem como
para a toxicidade renal (Veiga et al., 2000a).

O mecanismo pelo qual o veneno loxoscélico provoca nefrotoxicidade ainda é
desconhecido, entretanto, hd estudos mostrando que, curiosamente, ao contrario do que
ocorre com o loxoscelismo cutaneo, nao ha infiltragio de PMN no tecido renal atingido.
A auséncia de deposi¢ao de imunoglobulinas no rim, a concentragdo sérica normal de
complemento e a co-localizacdo do veneno sobre estruturas renais corroboram a
proposicdo da atuacdo direta do veneno sobre este tecido (Luciano et al., 2004; Chaim
et al., 2005).

Tambourgi e colaboradores (1995, 1998b) verificaram que a proteina de 35 kDa
purificada a partir do veneno total da L. intermedia atua sobre a superficie de eritrocitos
humanos ativando o sistema complemento tanto pela via cldssica quanto pela via
alternativa (Tambourgi et al., 2002). A toxina ndo age diretamente induzindo a lise
eritrocitaria, mas aumenta a susceptibilidade da célula a lise mediada por complemento.
Fato este que € provocado pela clivagem de glicoforinas da superficie celular e inibido
por inibidores das metaloproteinases endgenas, cujo mecanismo de ativacdo ainda ndo
foi bem esclarecido (Tambourgi et al., 2000). Acredita-se que a via cldssica seja ativada
através da perda de assimetria da célula e da exposicio de fosfatidilserinas da

membrana, resultado da atuacdo da esfingolielinase presente no veneno (Tambourgi et

al., 2002).
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Ao investigarem os efeitos das toxinas do veneno de Loxosceles sobre células
endoteliais, Tambourgi e colaboradores (2002) verificaram que houve inducdo de
clivagem de uma proteina co-fator de membrana reguladora de complemento (MCP) e
do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC I) da superficie celular
por ativacdo de endopeptidases denominadas de metaloproteinases (van den Berg et al.,
2002), o que demonstra o efeito indireto do veneno sobre a lise celular e ndo um efeito
proteolitico do veneno. Curiosamente, a clivagem de MCP aumenta a resisténcia a lise
induzida pelo complemento provavelmente devido ao aumento da fluidez da membrana
dificultando a inser¢do do complexo de ataque a membrana (van den Berg et al., 2002).

A hialuronidase €, provavelmente, a responsdvel parcial pelo espalhamento
gravitacional da lesdo cutanea (Foil & Norment, 1979). Acredita-se que a atividade
hialuronidase em conjunto com enzimas proteoliticas e esfingomielindsicas
proporciona, possivelmente, o favorecimento das injurias teciduais (Barbaro et al.,
2005).

O componente mais estudado do veneno destas aranhas € a esfingomielinase D
(Smase D), uma enzima, segundo os pesquisadores, capaz de produzir lesdes
dermonecrdticas, hemolise e agregacdo plaquetdria (Kurpiewski et al., 1981). As
esfingomielinases sdo enzimas que catalisam a hidrodlise de esfingomielina, presente em
membranas celulares, em fosforilcolina e ceramida 1-fosfato, este ultimo um mediador
de apoptose (Hannun & Obeid, 1995; Goni & Alonso, 2002). Em um estudo recente,
verificou-se que a Smase D hidrolisa a lisofosfatidilcolina ou LPC (1-o-hexadecil-
glicero-3-fosfocolina), um importante componente do plasma, a um composto
alquilado, o 4cido lisofosfatidico ou LPA. Este dcido quando em concentracdo anormal
no sangue pode causar coagulagdo intravascular e infiltracdo de neutrdfilos (van
Meeteren et al., 2004).

Portanto, a patogenia sist€émica ou cutanea do veneno de Loxosceles parece estar
envolvida com a Smase D, pois esta fracdo é capaz de agregar plaquetas e lisar
eritrécitos (Futrell, 1992).

Estudos preliminares com veneno de L. gaucho apontam que TNF-o possa estar
indiretamente envolvido no aumento do efeito téxico, uma vez que ele induz a migragao
de neutréfilos durante a inflamacdo, principalmente quando na presenca de
esfingomielina (Domingos et al., 2003a).

Em um estudo sobre a estrutura ou papel bioldégico dos residuos

oligossacaridicos das proteinas do veneno de L. intermedia, Veiga e colaboradores
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(1999) verificaram que n3o houve diferenca significativa na agregacdo plaquetdria
desencadeada por proteinas glicosiladas ou deglicosiladas, sugerindo, portanto, que os
oligossacarideos nao estdo envolvidos na atividade trombocitopé€nica do veneno, bem
como sobre a atividade fibrinogenolitica e fibronectinolitica. Porém, analisando uma
metaloproteinase de 32-35 kDa, confirmaram a caracteristica de glicoproteina (sendo o
acucar responsdvel por 2kDa da proteina) e ainda que a proteina, quando deglicosilada
quimica ou enzimaticamente, tem sua atividade gelatinolitica diminuida

acentuadamente.

1.6 PATOLOGIA

Estudos histopatoldgicos incluem edema e espessamento do endotélio dos vasos
sanguineos, infiltracdo de células inflamatdrias, vasodilatacdo, coagulacao intravascular,
degeneracdo das paredes dos vasos sanguineos e hemorragia dermo e subcutanea. O
acimulo de PMN ¢ especialmente marcante e o abscesso pode ocorrer em 3 a 5 dias
(Futrell, 1992).

Andlises histopatolégicas em coelhos, modelo animal que melhor representa a
dermonecrose, mostraram que durante as primeiras quatro horas, sdo evidenciados
edema, hemorragia, degeneracdo dos vasos sangiiineos, exudacdo, trombose, acimulo
de PMN nas vénulas ao redor da lesdo e intensiva diapedese (Ospedal et al., 2002).

As toxinas do veneno de L. intermedia agem sobre as células endoteliais
alterando a sua morfologia e provocando a perda de sua adesdo em garrafas de cultura.
Além disso, in vivo, clivam proteoglicanos heparan sulfato e degradam as entactinas,
duas principais glicoproteinas componentes da membrana basal dos vasos sanguineos
(Veiga et al., 2001b).

Em um estudo sobre as alteracdes sofridas pela medula dssea e sangue periférico
de animais em teste, demonstrou-se que, embora transitoriamente, ocorre depressao
medular provavelmente acarretada pela intensa migracdo de plaquetas e neutréfilos
(Silva et al., 2003).

Curiosamente, ndo ha uma razdo que explique por que camundongos e ratos nao
desenvolvem lesdes dermonecrdticas induzidas pelo veneno, como ocorre em coelhos e
em humanos, mas s@o modelos de nefrotoxicidade causada pelas toxinas (Luciano et al.,

2004).
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1.7 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Mesmo com o desenvolvimento de imunoensaios para a detec¢do (Gomez et al.,
2002), identificacdo e quantificacdo do veneno em tecido necrosado (Cardoso et al.,
1988), em soro (Chavez-Olortegui et al., 1998) e em pélos de lesdo (Miller et al., 2000;
Krywko & Goémez, 2002) de pacientes acidentados, o diagnéstico do loxoscelismo
ainda depende do reconhecimento do acidente pelo préprio paciente quando o mesmo
traz a aranha ao centro médico ou pelo desenvolvimento do quadro clinico e das
caracteristicas da lesdo (Madlaque et al., 2002). Devido ao pouco conhecimento sobre as
caracteristicas bioquimicas e funcionais do veneno, bem como do total esclarecimento
sobre seu mecanismo de acdo, o tratamento de pacientes picados por Loxosceles é
bastante controverso.

O soro antiaraquinidico (AAS) produzido em cavalo pelo Instituto Butantd de
Sa@o Paulo, que compreende a imunizacdo de cavalos com veneno de escorpides Tityus
serrulatus, Tityus baiensis, da aranha Phoneutria nigriventer ¢ da aranha Loxosceles
gaucho (Furlanetto et al., 1962) mostrou-se menos eficiente na neutralizacao, tanto letal
como dermonecrética, do veneno de L. intermedia que o soro antiloxoscélico produzido
utilizando-se exclusivamente este veneno como antigeno (Braz et al., 1999). Este
mesmo soro AAS, quando comparado aquele produzido com venenos de trés espécies
(L. intermedia, L. laeta e L. gaucho) pelo Centro de Pesquisa e Produgdo de
Imunobiolégicos (CPPI), mostrou-se igualmente eficaz quanto a neutralizacdo
dermonecrética e esfingomielindsica até mesmo de venenos como o de L. deserta e L.
reclusa (Barbaro et al., 2005).

O soro antiloxoscélico mostrou-se eficaz diminuindo a mortalidade de criancas
acidentadas (Isbister er al., 2003) porém, deve ser utilizado o mais precocemente
possivel, pois sua eficdcia € diminuida quanto maior for o espaco de tempo entre o
acidente e a administracdo do soro (Rees et al., 1987; Barbaro et al., 1992b), tendo em
vista que, uma vez tendo o processo inflamatoério se instalado, a lesdo parece evoluir
independente do agente causal (Goyffon, 2002).

Para a utilizacdo da soroterapia tardiamente, deve se considerar que 6,5%
(Sezerino et al., 1998) a 20% (Pinhati et al., 1999) dos pacientes apresentam reacoes
adversas a administracio do mesmo. Mesmo tendo-se constatado a eficiéncia do

tratamento com antivenenos, seu emprego na terapia depende da experiéncia dos
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médicos locais, pois no estado do Parand utiliza-se o soro em 11,9% dos casos contra
70% no estado de Sao Paulo (Ministério da Satide, 2001; Barbaro & Cardoso, 2003).

Tém sido utilizados prednisona ou dapsona via sistémica (Silva et al., 2004)
além de anti-histaminicos (Shenone, 2003). Os analgésicos aliviam a dor e os anti-
sépticos e antibidticos ajudam a prevenir a infeccdo secundaria (Rees et al., 1987).
Além dos medicamentos, os médicos aconselham repouso, compressas geladas para
minimizar a inflamacao, inibir a atividade enzimatica e a migragcdo gravitacional (Sams
etal.,2001).

Quando se inicia o quadro cutineo-visceral a hidratacdo precoce deve ser
iniciada para prevenir a insuficiéncia renal, mas se a diurese ndo ocorrer uma pequena
concentracdo de manitol ou furosemida € administrada. Se os exames laboratoriais
indicam insuficiéncia renal o paciente é tratado em unidade de terapia intensiva onde é
realizada a hemodidlise (Jorge et al., 1991).

Embora o tratamento com esterdides sistémicos esteja disponibilizado eles ndao
diminuem significantemente a infiltragdio de PMN ou o tamanho da lesdo em

experimentos animais (Futrell, 1992).

1.8 DA GENOMICA A PROTEOMICA — O IMPORTANTE PAPEL DA IMUNOLOGIA

Até 1960, havia muita dificuldade em se cultivar células produtoras de
anticorpos, uma vez que ndo resistiam muito tempo em cultura. Os estudos
imunolégicos da época eram, portanto, realizados somente com anticorpos policlonais.

Porém em 1975, Kohler e Milstein, baseando-se nos estudos de Littlefield
(1964), que isolou células hibridas em cultura utilizando-se meio HAT (hipoxantina,
aminopterina e timidina), conseguiram propor um modelo de selecdo clonal. Neste
estudo, um hibridoma, formado pela fusdo de células B imortalizadas (mielomas) com
células normais capazes de secretar anticorpos, foi capaz de ser cultivado
indefinidamente. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais, portanto, foi um
marco na histéria da Imunologia uma vez que utiliza, justamente, a especificidade da
resposta imunoldgica sendo, por isso, utilizado como uma das mais importantes e
versateis ferramentas de pesquisa bioldgica.

A par desse fato, anticorpos monoclonais foram produzidos utilizando-se como

linfécitos de camundongos imunizados com o veneno bruto de aranhas da espécie L.
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intermedia (Alvarenga et al., 2003). Como um deles, denominado de LimAb7, foi capaz
de neutralizar a atividade dermonecrética induzida pelo veneno em modelos
experimentais, o mesmo foi caracterizado e empregado na investigagdo de algumas
propriedades bio e imunoquimicas do veneno através da utilizacdo de técnicas
diversificadas tais como eletroforese bidimensional, Spot-synthesis, Phage display e
imunosselecdo de biblioteca de cDNA.

A andlise protedmica de venenos (Liang et al., 2000) é uma metodologia
importante para a identificacdo de componentes que sdo essenciais para uma agao
bioldgica efetiva. O proteoma € definido como uma complementacdo do estudo
genOmico, pois abrange o estudo de proteinas que sdo expressas em um organismo em
uma determinada condic¢do, incluindo suas modificacdes e isoformas (O’Farrel, 1975;
Blackstock & Weir, 1999; Rappsilber, & Mann, 2002). Proteinas individuais ou
proteomas sdo normalmente caracterizados utilizando-se técnicas que empregam
anticorpos ou espectrometria de massa e os dados obtidos com a andlise protedmica
podem ser confrontados com aqueles obtidos com a biologia molecular.

No caso das aranhas do género Loxosceles, assim como na maioria dos animais
peconhentos (Liang et al., 2000; Li et al., 2004;) € interessante verificar as diferencas
entre os perfis protéicos que compdem os venenos, estudo que pode trazer importantes
informacdes sobre os aspectos estruturais bem como funcionais das proteinas.

O grande nimero de proteinas e peptideos reflete igualmente a riqueza da
diversidade de funcdes bioldgicas que podem ser encontradas nessas peconhas tendo em
vista a presencga de inimeras isoformas intra e interespécies (Kurpiewski et al., 1981).

Algo a ser esclarecido seria o fato dessas proteinas apresentarem homologia
(Binford et al., 2005), alta reatividade cruzada em se tratando de anticorpos policlonais
(Barbaro et al., 1994; Chdvez-Olortegui et al., 1998) e diferentes epitopos para
anticorpos monoclonais (Guilherme et al., 2001; Alvarenga et al., 2003).

A técnica de Spot-synthesis € uma metodologia moderna que tem sido muito
utilizada no estudo de sitios de interacdo de vdrios sistemas. Porém, a aplicacdo mais
conhecida e abrangente desta metodologia ¢ o mapeamento de epitopos (Laune et al.,
2002; Chavez-Olortegui et al., 2002; Alvarenga et al., 2002; Machado de Avila, 2004;
Mendes et al., 2004), embora, mais recentemente, esteja sendo utilizada também na
investigacdo biomédica (Deswal et al., 2005). A identificagdo de epitopos especificos

pode auxiliar os estudos imunoquimicos que podem fornecer informacdes importantes
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sobre os aspectos funcionais de uma molécula e, eventualmente, apresentar informagdes
vitais a engenharia de proteinas e a bioinformética.

Esta técnica baseia-se na verificagdo da reatividade de anticorpos mono ou
policlonais frente a peptideos sobrepostos sintetizados sobre uma membrana de
nitrocelulose (Frank, 1992) de forma a percorrer parte ou a proteina completa, em
questdo, variando-se de dois em dois ou de trés em trés aminodcidos C-terminais.

O mapeamento pela técnica de Spot-synthesis € possivel desde que o epitopo
investigado seja linear, entretando, demonstrou-se por cristalografia de complexos
antigeno-anticorpo que a maioria dos anticorpos monoclonais reconhece epitopos
descontinuos (Davies et. al., 1990).

Considerando-se que o anticorpo neutralizante LimAb7 liga-se a uma regiao
importante da toxina inibindo a atividade dermonecrética, seria importante determinar
seus epitopos fossem eles lineares ou ndo.

Entre as vérias possibilidades de mapeamento de epitopos, a técnica de phage
display (Smith, 1985) destaca-se na determinacdo de mimotopos ou epitopos continuos
e descontinuos, principalmente quando se utilizam anticorpos monoclonais cujo epitopo
€, na maioria das vezes, conformacional (Cortese et al., 1994). Atualmente, a técnica de
phage display, encontra-se entre as mais utilizadas para a expressao de peptideos.

O fago utilizado na técnica de phage display (Winter, 1996) € o bacteriéfago
filamentoso M13 que apresenta 1 um de comprimento e menos de 65 A de diAmetro,
circundado por cinco proteinas estruturais e DNA de fita simples como material
genético (Marvin, 1998; Sidhu, 2001). Todas as cinco proteinas contribuem para a
estabilidade da particula viral, mas a proteina 3 (PIII), além de ser a principal proteina
do capsideo utilizada para a apresentacdo de peptideos, ¢ também necessaria para o
reconhecimento do hospedeiro e para a infeccao. Esta técnica se tornou possivel quando
Smith, em 1985, demonstrou que era possivel inserir um gene entre dois dominios de
PIII mantendo sua funcido e, ainda, que a proteina transcrita pudesse ser apresentada na
superficie viral fusionada a ela ou a proteina 8 (PVIII). Sendo assim, peptideos e
proteinas poderiam ser expressos através da manipulacdo do gene III ou VIII de fagos
filamentosos (Scott & Smith, 1990; Smith & Petrenko, 1997; Petrenko & Vodyanoy,
2003).

Uma vez o fago tendo sido selecionado, seu DNA pode ser seqiienciado e, dessa
forma, a seqiiéncia do inserto pode oferecer informacdes sobre o peptideo expresso

correspondente, geralmente em fusdo com a proteina PVIIL. A partir desses dados, o
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peptideo pode ser sintetizado e empregado como ferramenta em imunizacdes (Fisher &
Howden, 1994), imunodiagndsticos (Sompuram et al., 2002), estudo de interacdes
proteina-receptor (Fuchs et al., 2003) ou antigeno-anticorpo (Villard et al., 2003), entre
outros.

O peptideo solivel é obtido através da sintese sobre resina soluvel cujos
aminodcidos utilizados estdo disponiveis no mercado com o grupamento amino
protegido pelo grupamento Fmoc (fluorenil metil oxicarbonila). Resumidamente, a
técnica compreende liberacdo do grupamento N-terminal do Fmoc utilizando-se
piperidina enquanto o aminodcido seguinte tem fun¢do carboxila ativada pela acdo de
DIPC (diisopropilcarbodiimida) e HOBT (hidroxibenzotriazol) para que ocorra a
formacdo da ligacdo peptidica (Albericio et al., 1997).

O uso de peptideos sintéticos € muito amplo, sobretudo, quando o assunto sdo
toxinas. A resposta imunolégica de camundongos a peptideos sintéticos
correspondentes a especificos epitopos neutralizantes (Calderon-Aranda et al., 1999) é
alvo de estudo para a producdo de antivenenos mais especificos e de vacinas mais
eficientes (Calderon-Aranda et al., 1995).

O objetivo de desenvolver biomoléculas para a obtencdo de novos farmacos,
vacinas e bioinseticidas fez da biologia molecular uma ferramenta importante neste
processo que envolve o estudo do contato entre macromoléculas, sejam estas enzima-
substrato ou interagdo antigeno-anticorpo.

Ha algum tempo, a biologia molecular vem sendo empregada com sucesso na
caracterizacdo e expressdo de toxinas de artrépodes como escorpides (Guatimosim et
al., 1999; Kalapothakis et al., 2001) e aranhas (Penaforte et al., 2000; Kalapothakis et
al., 2002).

Recentemente, expressdes recombinantes do veneno de aranhas do gé€nero
Loxosceles tém sido desenvolvidas, sendo estas providas de atividade bioldgica
(Fernandes-Pedrosa et al., 2002; Ramos-Cerrillo et al., 2004; Binford et al, 2005) ou
niao (Kalapothakis et al., 2002), mas capazes de induzir resposta imunoldgica com
caracteristicas neutralizantes dos efeitos letais e dermonecréticos (Aratjo et al., 2002).

Para a producio da proteina recombinante correspondente a esfingomielinase D
do veneno de L. intermedia, uma biblioteca de cDNA, construida a partir de uma
populacdo de mRNA extraida da glandula, foi inserida em um vetor (Uni-Zap® XR)
que foi clonado em fagos lambda (Kalapothakis et al., 2002). A selecdo de clones

positivos pode ser realizada através de ELISAs (Kalapothakis ef al., 2001) ou ensaios de
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imunosselecdo (Young & Davis, 1983) empregando-se anticorpos poli ou monoclonais.
Dessa forma, o LimAb7 foi empregado na captura de fagos, que ao utilizarem a
maquinaria da bactéria, expressam proteinas que poderiam ser reconhecidas
imunologicamente.

As tecnologias descritas possibilitam a identificacdo e caracterizacdo de
componentes de venenos, passo inicial para o emprego biotecnolégico destas proteinas
no desenvolvimento de bioinseticidas (Corzo et al., 2000; Castro et al., 2004), de
medicamentos (Smith & Vane, 2003; Wilson et al., 1998) ou de possiveis vacinas

(Bittle et al., 1982; Tam, 1988; Chen et al., 2001; Aratjo et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

Caracterizagdo imunoldgica, bioquimica e molecular, (estrutura/fung¢ao) das
proteinas componentes da fracdo dermonecrética do veneno da aranha marrom

Loxosceles intermedia.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¥ Produzir e caracterizar anticorpos mono- e policlonais especificos para a(s)

proteina(s) dermonecrética(s) do veneno da aranha Loxosceles intermedia;

¥ Caracterizar proteina(s) dermonecrdtica(s) através das técnicas de eletroforese

bidimensional;

¥ Realizar ensaios de neutralizacdo da atividade dermonecrética, hemolitica e
esfingomielindsica do veneno de L. intermedia por anticorpos mono- e

policlonais;

) Identificar os epitopos continuos de uma das proteinas da fragdo dermonecrética
(LiD1) utilizando-se anticorpos mono- e policlonais através da técnica de sintese

multipla de peptideos (Spot-synthesis),
@ Identificar os epitopos descontinuos ou conformacionais da LiD1 utilizando-se
um anticorpo monoclonal neutralizante — LimAb7 através da técnica de

expressao de peptideos na superficie de fagos (Phage display Technology);

® Empregar o LimAb7 na imunossele¢ao de isoformas a partir de uma biblioteca

de cDNA da glandula do veneno de L. intermedia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE VENENOS

O veneno de aranhas da espécie L. intermedia foi fornecido pelo LIPAPE
(Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa em Animais Pe¢onhentos — UFPR, Curitiba -
PR) e obtido através de eletroestimulacdo (15V), diluido em tampao fosfato-salina 0,05
mol/l pH 7.4 (PBS) e congelado a — 20°C até o momento de uso.

Os venenos de L. gaucho e L. laeta foram gentilmente cedidos pelo CPPI
(Centro de Producao e Pesquisa de Imunobiolégicos, Piraquara - PR), diluidos em PBS
e congelados em aliquotas de 1 mg/ml.

A peconha da espécie L. laeta de origem peruana, e venenos de outros
artrépodes como os da aranha P. nigriventer e dos escorpides 7. serrulatus e T.
bahiensis, do inseto A. meliferis e das serpentes Bothrops atrox, L. muta muta e
Crotalus terrificus foram obtidos a partir da colecdo de venenos do laboratério do Prof.

Dr. Carlos Chévez Olortegui.

3.2 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLI- E MONOCLONAIS

3.2.1 PRODUCAO DE SORO DE CAVALO ESPECIFICO PARA O FATOR DERMONECROTICO DO VENENO DE
L. intermedia

O soro de cavalo hiperimune especifico para o fator dermonecrético (DNF) do
veneno de L. intermedia foi produzido no Setor de Imunizagdo e Sangria do CPPI,
Piraquara — PR, em condic¢des ideais de saneamento e alimentacao.

Inicialmente, o veneno total de L. intermedia foi submetido a cromatografia por
gel filtragdo utilizando-se como fase sélida Sephadex G-100 como descrito por Barbaro
et al. (1994). O eluato foi recromatografado utilizando-se uma coluna de troca idnica
(1,6 x 35,5 cm?2) com fase sélida de carboximetil celulose (CM52). Como eluente, foi
utilizado acetado de amonio 20 mmol/l, pH 4,7 em gradiente linear de cloreto de sédio
variando de 0 a 700 mmol/l a um fluxo de 30 ml/h. Cada uma das fragdes foi testada

quanto a atividade dermonecrotica no dorso de coelhos apds injecao intradérmica.
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O eluato contendo as proteinas dermonecroéticas foi utilizado na imunizacao de
um cavalo adulto cujo protocolo estd descrito em Chavez-Olortegui et al. (1998) com

algumas modificacdes relatadas a seguir.

3.2.1.1 Imunizagao do cavalo com DNF

Ap6s retirada do sangue pré-imune, o cavalo recebeu uma inje¢ao subcutanea de
uma emulsdo feita com PBS 0,05 mol/l pH 7.4 e adjuvante completo de Freund
contendo 150 ug da fragdo dermonecrotica.

As trés imunizacdes subsequentes foram feitas em intervalos de 15 dias, sendo
desta vez utilizado o adjuvante incompleto de Freund. Uma semana apds a ultima

injecdo, o cavalo foi sangrado e o soro retirado e congelado.

3.2.2 PRODUCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

3.2.2.1 Imuniza¢do dos camundongos BALB/C

Cinco camundongos BALB/c fémeas foram imunizados, inicialmente, por via
subcutdnea com uma emulsdo preparada com 10 pg de veneno total da aranha
Loxosceles intermedia diluidos em PBS e adjuvante completo de Freund em dilui¢do
1:2.

Apoés trés semanas, cada um dos camundongos recebeu uma injecdo via
intraperitoneal com uma emulsdo em diluicdo 1:2 que continha 10 ug de veneno total
diluidos em PBS e adjuvante de Freund, desta vez, incompleto.

A terceira imunizagdo ocorreu dez dias apds, na qual os camundongos
receberam nova injecao intraperitoneal contendo 20 pg da peconha loxoscélica.

Ap6s dez dias, testou-se a reatividade do soro destes animais em um ELISA. Os
camundongos cujos soros, em diluicao 1:100, apresentaram absorbancias superiores a
1.0 receberam uma ultima dose via endovenosa com 5 pug de veneno total diluidos em

100 pl de PBS.
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3.2.2.2 Obtencao dos hibridomas

Células sp2/0 foram descongeladas e mantidas em estufa de 37°C em atmosfera
de CO, de 5%, em meio DMEM 10 (Dulbeco’s Modified EAGLES Medium
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 umol/l de L-glutamina, 100 UI
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina) de forma a se obter um nimero de células
ideal para a fusdo (1 x 10’ células/ml).

Trés dias apds a udltima imuniza¢cdo os camundongos foram sangrados. O
camundongo com maior titulo no ELISA foi sacrificado e seu bago removido
assepticamente. O tecido foi transferido para uma placa de Petri estéril contendo 5 ml de
meio DMEM e cortado em pequenos fragmentos que foram macerados sobre uma tela
de malha fina esterilizada. O material foi passado por uma segunda tela e lavado trés
vezes com DMEM utilizando-se uma centrifuga refrigerada a 1000 rpm por 10 minutos.

As células de mieloma, repicadas 24 horas antes, foram lavadas conforme
descrito anteriormente, diluidas a 1 x 107/ml, misturadas a todas as células obtidas com
a macerag¢do do baco e centrifugadas a 1000 rpm e 4 °C por 10 minutos.

Ao sedimento adicionou-se, lentamente, 1 ml de uma solucdo de
polietilenoglicol (PEG) 1500 a 50% (p/v) em DMEM pré-aquecido a 37 °C, agitando-se
lentamente o tubo por alguns minutos. Apds 1 minuto de repouso foram adicionados 20
ml de DMEM divididos em quatro intervalos de 5 minutos agitando-se lentamente.

As células foram centrifugadas a 4 °C, 800 rpm por 10 minutos e ao precipitado
foram adicionados 100 ml de meio seletivo HAT (hipoxantina, aminopterina e timidina)
e DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino.

A suspensao final foi distribuida em placas de 96 pocos (200 pl/pogo) que foram
levadas a estufa 2 37°C e atmosfera de CO, a 5%.

Cinco dias apds a obtencdo dos hibridomas, o sobrenadante dos pogos foi
testado em ELISA utilizando-se 5 pg/ml de veneno total de Loxosceles intermedia e/ou
da fragdo dermonecrética purificada, sendo a reatividade verificada com a incubagdo de
imunoglobulina (IgG) especifica para camundongo conjugada a horseradish peroxidase

(HPO).
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3.2.2.3 Selecdo e clonagem dos hibridomas

As placas para a clonagem foram previamente preparadas com 100 ul de meio
DMEM contendo macréfagos intraperitoniais de camundongos nao imunizados. Apos
contagem das células, a solucdo de origem foi diluida em meio HT-DMEM
suplementado com 20% de soro fetal bovino de forma a se ter uma tnica célula em cada
um dos pogos previamente preparados.

Apés a segunda clonagem, uma nova selecio por ELISA foi realizada
utilizando-se a proteina dermonecrética recombinante LiD1 (Kalapothakis, 2002) em
concentracdo de 20 pg/ml. Foram selecionados 13 clones positivos os quais foram

amplificados e testados em Western Blotting.

3.2.2.4 Producao de liquido ascitico

Dez camundongos BALB/c foram inoculados com 0,5 ml de 6leo mineral por
via intraperitonial. Sete dias ap6s, cada animal foi inoculado com aproximadamente 106
a 107 hibridomas. Apds alguns dias, os camungongos que apresentaram o abddmen
aumentado, tiveram o liquido ascitico colhido através de puncdo no abddomen
utilizando-se uma agulha 40x12 mm. Coletas subseqiientes foram feitas enquanto
houvesse a presenca de ascite.

Os liquidos asciticos foram centrifugados a 8000 rpm por 10 min e o

sobrenadante armazenado em freezer —20 °C.

3.3 CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

3.3.1 GEL SDS-PAGE, ELETROTRANSFERENCIA E IMMUNOBLOTTING

Para que fosse possivel a caracterizagao do perfil da reatividade dos anticorpos
monoclonais frente ao veneno de L. intermedia, assim como o estudo da reatividade
cruzada do anticorpo monoclonal 7 (LimAb7) com outros venenos, utilizou-se a técnica
de Western Blotting descrita a seguir.

O LimAb7 foi escolhido nos ensaios posteriores por apresentar, dentre os

outros 12 anticorpos selecionados, a maior absorbancia no teste de selecdo através de

27



Material e Métodos

ELISA (dados ndao mostrados). Detalhes sobre as principais caracteristicas deste
anticorpo, bem como de sua capacidade neutralizante do veneno de L. intermedia, estao
descritos no artigo: Alvarenga et al., 2003 “Production of monoclonal antibodies
capable of neutralizing dermonecrotic activity of Loxosceles intermedia spider venom

and their use in a specific immunometric assay”, em anexo.

Gel SDS-PAGE

Dois géis em concentracdo de 10% de acrilamida (Laemmli, 1970) foram
preparados para a migracdo dos venenos em presenca de 10% dodecil sulfato de sodio
(SDS) em sistema BioRad. Para ambos os géis utilizaram-se 20 pug por canaleta dos
venenos de L. intermedia e, para o segundo utilizou-se L. gaucho, L. laeta (do Brasil e
do Peru), Tityus bayensis e serrulatus, Apis meliferis, Crotalus terrificus, Bothrops
atrox, L. muta muta e Phoneutria nigriventer. Estas amostras foram adicionadas ao
tampao de amostra em condi¢des nao redutoras (Tris-HC1 0,5 mol/l, pH 6.8, glicerol
10%, SDS 10% (p/v) e azul de bromofenol 0,1% (p/v)) e fervidas por 3 minutos.

A migragdo aconteceu utilizando-se tampao de migracdo (Tris 0,025 mol/l,

glicina 0,2 mol/l e SDS 0,5% , pH 8.3) sob voltagem de 100 V.

Eletrotransferéncia

As proteinas do gel foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose de
0,22 um (Towbin, 1979) em sistema BioRad Mini-Protean II cell corrente de 24 V
durante 16 horas e, posteriormente, por mais uma hora a 48 V em tampdo de
transferéncia com pH 8,3 contendo glicina 0,2 mol/l, Tris 0,025 mol/l e metanol 20%

(v/v).

Immunoblotting

Ap0s a eletrotransferéncia, a presencga das proteinas foi certificada mergulhando-
se a membrana de nitrocelulose em solucao de Ponceau 0,2% e 10% de 4cido acético.

Ap6s visualizagao das bandas, a membrana foi lavada em tampao PBS-Tween
(PBS-T) 0,05% por trés vezes de 5 minutos e, posteriormente, bloqueada com tampao

PBS-T 0,3%, por 1 hora, sob agitacdo e a temperatura ambiente.
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Apds o bloqueio, a membrana foi lavada por trés vezes e, para o primeiro
immunoblotting, incubada com o liquido ascitico de camundongos contendo o LimAb7
em diluicao 1:100 em PBS-T 0,05% e o soro de camundongo antiveneno total em
diluicao 1:500 como controle positivo. No segundo experimento, as membranas foram
incubadas com IgGs LimAb7 purificadas em coluna de proteina A (Amersham Biotech)
em concentracao de 10 pg/ml e, como controle positivo utilizou-se IgG de camundongo
especifico para o veneno total em diluicao 1:1000. As membranas foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora sob agitagao.

Ap6s trés lavagens com PBS-T, as membranas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente e, sob agitacdo, com anticorpos conjugados a peroxidase. Nas
membranas em que foram utilizados o LimAb7 empregou-se o anticorpos de cabra
especificos para IgG de camundongos (A 4416 — Sigma) em diluicdo 1:2000 e nos
outros casos, conjugados a HPO especificos para coelho diluidos em PBS-T 0,05%
produzidos no laboratério de Imunoquimica de Toxinas.

Apoés quatro lavagens, sendo as duas primeiras com PBS-T 0,05% e as duas
ultimas com PBS, a presenca da peroxidase foi revelada com uma solucdo de PBS
contendo 0,025% de 4-cloro 1-naftol diluido em 1 ml de metanol, 0,05% de
diaminobenzidina (DAB) em presenca de H,O, 0,04%(v/v).

3.4 PURIFICACAO DO VENENO TOTAL DE L. intermedia POR COLUNA DE AFINIDADE
Com o propédsito de se obter proteinas do veneno total de L. intermedia
reconhecidas pelo LimAb7, uma coluna de afinidade (Young et al., 1975) foi preparada

como descrito por Moura et al. (2003) conjugando-se LimAb7 a Sepharose 4B® ativada

com brometo de cianogénio.

3.4.1 MONTAGEM DA COLUNA DE AFINIDADE

Um grama e meio de Sepharose 4B® ativada com brometo de cianogénio
(Sigma, C-9192) foi expandido com uma solu¢do de HCI 1 mmol/l, por 15 minutos,

sendo cada grama desta fase sdlida equivalente a 3,5 ml de gel.
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Ap06s centrifugacdo por 10 min a 5.000 rpm e a temperatura de 4° C, o gel foi
lavado com tampdo de ligacdo (NaHCO; 0,1 mol/l, NaCl 0,5 mol/l, pH 8,3). Nesta
etapa, o bromo do brometo de cianogénio € retirado, e o cianogénio (-CN) ligado a fase
sOlida estd ativado de forma a reagir com a carboxila da proteina adicionada, formando
uma ligacdo covalente.

A seguir, um pequeno volume de tampdo de ligacdo foi deixado no tubo e 15
mg de LimAb7 foram dissolvidos no gel que ficou sob agitacdo leve, por 2 horas, a
temperatura ambiente.

O gel foi colocado em uma coluna e o sobrenadante separado com a finalidade
de se verificar o percentual de ligacdo das IgGs ao gel. Os grupos que permaneceram
ativos foram bloqueados por duas horas a temperatura ambiente com adi¢do de glicina
0,2 mol/l, NaCl 0,5 mol/l, pH 8,0.

Posteriormente, o gel foi submetido a lavagens alternadas com aumento e

reducdo de pH em cinco ciclos, descritos abaixo:

Reducdo de pH: 40 ml de tampao acetato 0,1 mol/l em 0,5 mol/l de NaCl, pH 4,0;
Aumento de pH: 40 ml de tampao bicarbonato 0,1 mol/l em 0,5 mol/l de NaCl, pH 8,3;

Finalmente, a coluna foi lavada por duas vezes com PBS 0,05 mol/l, pH 7.4 e

guardada em geladeira com a adi¢@o de azida sédica 0,05%.

3.4.2 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECONHECIDAS PELO LIMAB7

Ap6s lavagem da coluna de afinidade com PBS 0,05 mol/l pH 7.4 para retirada
da azida sédica, dois miligramas do veneno total de L. intermedia foram diluidos em 5
ml de PBS e incubados durante 16 h a 5°C sob agitacéo, na preseng¢a de um inibidor de
proteases Roche (Cat. 1836153).

Apdés a incubagdo, o sobrenadante foi retirado e a coluna lavada com PBS até
que a absorbancia do eluato atingisse a leitura basal.

As proteinas que foram reconhecidas pelo LimAb7 ficaram retidas na coluna e
foram eluidas utilizando-se uma solug¢do de glicina 0,1 mol/l NaCl 0,15 mol/l pH 2,8. O
eluato foi neutralizado com tampao Tris/HCI 1 mol/l pH 8,0 e posteriormente dialisado

contra PBS.
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3.5 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no laboratério, sob direcao do Prof. Dr.
Claude Granier, pertencente a faculdade de Farmécia da Universidade de Montpellier 11
durante o estdgio originado a partir do convénio CNPq/INSERM e da colaboragdo
existente entre o laboratdrio brasileiro e francés.

Todas as etapas, desde a preparacdo das solugcoes até a lavagem da vidraria

foram realizadas com a utilizacdo de luvas para evitar contaminagoes com queratina.

3.5.1 MIGRACAO EM PRIMEIRA DIMENSAO — ISOELETROFOCALIZACAO (IEF)

Esta primeira fase foi realizada sobre géis com gradientes de pH imobilizados
sobre strips (finas fitas de plastico) Immobiline DryStrips Gels (Pharmacia Biotech) de
tamanho constante (7 ou 18 cm), com o intervalo de pH determinado ndo linear (3-10)
utilizando-se o aparelho IPGphor (Pharmacia Biotech) que permite a aplicacido de alta

voltagem

Preparo das amostras

As amostras ficaram sob agitacao durante 30 minutos em agitador rotatério a 20
rpm para completo descongelamento. Posteriormente, as mesmas foram agitadas em

vortex e diluidas em:

v'125 ul de tampdo IEF (isoeletrofocalizacio), 10 mg/ml de DTE (ditioeritritol) e 1% (1,25 ul) de

tampao IPG (gradiente de pH imobilizado) para as strips de 7 cm

v'350 ul de tampao IEF, 10 mg/ml de DTE e 1% (3,5 ul) de tampao IPG para as strips de 18 cm

Ap6s a adicdo do tampdo, as amostras ficaram sob agitacdo durante 1 h em
agitador rotatdrio a 20 rpm. Utilizaram-se 200 pg de veneno total para a coloragao por

azul de Coomassie e 100 pg para coloracdo por prata.
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A técnica de coloragdo do gel a ser utilizada depende da quantidade de proteina
utilizada. As diferentes coloracdes possiveis (azul de Coomassie ou prata) apresentam

sensibilidades diferentes e a quantidade de amostra necessdria é também varidvel.

Preparo da Isoeletrofocalizacio

Apés o preparo, as amostras foram pipetadas no centro dos sarcéfagos em
volume de 125 ul ou de 350 pl dependendo do tamanho da strip a ser utilizada. As
strips foram posicionadas sobre as amostras, sendo o gel colocado em contato com as
proteinas.

Ap6s 10 minutos de repouso, adicionou-se 6leo mineral para evitar a evaporacao

da amostra e a cristalizacdo da uréia:

v'750 pl de 6leo mineral (Drystrip cover fluid) para as strips de 7 cm

v'1,5 ml de 6leo mineral (Drystrip cover fluid) para as strips de 18 cm
Os sarcofagos foram posicionados no aparelho IPGphor sendo colocada a parte
superior mais no alto do aparelho respeitando as marcas em funcdo do tamanho das

strips. Programou-se a migragio a 20°C e 50 WA/strip

Reidratacao das strips

As strips foram reidratadas através da migracdo passiva durante 4 h (sem
corrente) e ativa durante 12 ha 30 V.
Programou-se o IPGphor (Pharmacia Biotech) para término da migracdo como

descrito a seguir:

Strips de 7 cm Strips de 18 cm
Voltagem Tempo | Voltagem Tempo
500V 30 min | 500 V 1h
1000 V 30 min | 1000 V 1h
8 000 V em gradiente lh 8 000 V em gradiente 2h
8 000 V até 16 000 Vh 8 000 V até 40 000 Vh =5h
Total : 20 000 Vh (Volts/hora) Total : 50 000 Vh (Volts/hora)

Quadro 3 — Programacao do aparelho IPGphor
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Equilibrio das strips

O equilibrio deve ser feito antes da colocacdo das strips sobre o gel da segunda

dimensdo. Nesta fase o gel jd deve estar pronto.

As strips foram retiradas do sarc6fago e equilibradas utilizando-se tampao de
equilibrio (Tris/HCI 50 mmol/l pH8,8; uréia 6 mol/l, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v),
azul de bromofenol 0,001% (v/v) contendo 65 mmol/l DTT (Ditiotreitol) durante 10
min sob agitacdo horizontal. Posteriormente, as strips foram mergulhadas em um novo
tampdo de equilibrio contendo 13,5 mmol/l de iodoacetamida durante 10 minutos sob
agitacdo. A solucdo contendo iodoacetamida foi, posteriormente, colocada em um
béquer e inativada com 2,5 mg/ml de cisteina antes de ser jogada na pia e a solugdo de

DTT armazenada em frasco apropriado para descarte.

3.5.2 MIGRACAO EM SEGUNDA DIMENSAO - GEL SDS-PAGE

A migracdo protéica em segunda dimensdo foi feita utilizando géis de SDS-

PAGE a 12%.

Preparo do padriao de massas moleculares

Pequenos quadrados de papel IEF foram embebidos nas solucdes de padriao de

massas moleculares com volume de:

v'10 w/papel para as strips de 7 cm e 50 ul de agarose (0,8%).
v'20 w/papel para as strips de 18 cm e 50 ul de agarose (0,8%)

Preparo dos géis e das cubas de eletroforese

O tampao de migragao (Tris 0,025 mol/l, glicina 0,2 mol/l e SDS 0,5%, pH 8.3)
foi preparado e colocados na cuba de eletroforese para homogeneizagao, mantendo-se a

temperatura de 10 °C.
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As placas foram lavadas e limpas com etanol e montadas em cuba especial para
tal finalidade.

A solugdo de gel a 12% foi adicionada a cuba e posteriormente, antes de sua
polimerizacdo, adicionaram-se 150 ml de gel de elevagdo que permite o preenchimento
total das placas por diferenca de densidade.

Delicadamente, 750 pl/gel de n-butanol foram adicionados para linearizar a

superficie do gel.

Posicionamento das strips

Apo6s solidificagdo da agarose, os padroes de massas moleculares foram
colocadas em contato com o gel, convencionalmente, a esquerda.

Ap6s lavar a strip no tampao de migracdo, a fita foi posicionada tendo lado
plastico colocado contra a placa de vidro o lado 4cido a esquerda, do mesmo lado do

marcador do padrdo de massa molecular.

Migracdo dos géis

Para os pequenos géis utilizou-se o sistema de -eletroforese BioRad
convencional. A migracdo foi feita inicialmente a 30V por 30 minutos e posteriormente,

200 V até o azul de bromofenol atingir o final do gel.

Para os grandes géis, a migracdo ocorreu com voltagem de 200V até o azul de

bromofenol atingir o final do gel (aproximadamente 14 horas).

Coloraciao e recorte dos spots

Cada coloracdo dos géis é feita por uma sucessdo de banhos cronometrados e

sob agitagdo leve de forma a garantir a reprodutibilidade.

Os volumes das solugdes foram padronizados:

v'100 ml de solucéo/gel, para as strips de 7 cm.
v'250 ml de solucéo/gel para as strips de 18 cm
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Apo6s a coloragdo os géis foram escaneados e aqueles corados com Azul de
Coomassie, com a ajuda de um software, foram analisados, os spots recortados e

congelados a —80°C para posterior andlise por espectrometria de massa.

Coloracéo por prata

Etapa  Descricao Solucdes Banhos Duracao
1 Fixacao Etanol 40% - acido acético 10% 3 30 min
r Fixacao Etanol 20% 1 10 min
2 Lavagem Agua Milli-Q 1 10 min
3 Sensibilizacdo Ditionito de sédio 0,3 g/l 1 1 min
4 Lavagem Agua milli-Q 2 1 min
5 Coloracdo Nitrato de prata 2,5% 1 40 min
6 Lavagem Agua milli-Q 1 10a20s
Carbonato de potassio 30g/1, formaldeido
7 Revelacao 1 10 min
250ug/1, tiosulfato de sédio 10mg/1.
8 Interrupgdo Tris 40g/1, 4cido acético 2% 1 30 min
9 Conservagio Etanol 20% 1 Max. 1 ano
Quadro 4 — Descri¢ao dos passos para coloracio de gel bidimensional por prata.
Coloracao por Azul de Coomassie
Etapa  Descricao Solucdes Banhos Duracao
1 Fixacao Acido ortofosférico 2 %, etanol 30% 3 30 min
r Fixation Acido ortofosférico 2 % 3 10 min

Acido ortofosférico 2 %, etanol 18%, sulfato
17 Fixacao 1 30 min
de amoénio 12 %.

2 Coloracdo Azul de Coomassie 2 % 1 5 dias

3 Conservacio Sulfato de amonio 25 % 1 Max 1 ano

Quadro 5 — Descri¢io dos passos de coloracio de gel bidimensional pelo azul de Coomassie
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3.5.3. WESTERN BLOTTING DOS GEIS BIDIMENSIONAIS

3.5.3.1 Eletrotransferéncia

Dois géis bidimensionais contendo 200 pg do veneno de L. intermedia foram
eletrotransferidos para uma folha de papel de nitrocelulose 0,22 wm (Towbin, 1979)

durante 1 hora e meia a 400 mA.

3.5.3.2 Immunoblotting

O procedimentode lavagem e bloqueio das membranas de nitrocelulose foi feito

conforme descrito no item 3.2.3.1.

Incubacio com anticorpos

Apbs o bloqueio, as duas membranas foram lavadas por trés vezes com PBS-T
0,05% e, para o primeiro immunoblotting, uma das membranas foi incubada com uma
mistura de todas as IgGs, purificadas por coluna de proteina A (Pharmacia Biotech),
correspondentes aos anticorpos monoclonais, com exce¢do do LimAb7 e do LimAb 1,
em concentracdo de 10 pg/ml durante 1 hora a temperatura ambiente. A segunda
membrana foi incubada da mesma maneira com uma concentragdo de 5 pg/ml do

LimAb7.

Incubacido com o conjugado

Ap6s trés lavagens com PBS-T 0,05%, as membranas foram incubadas por 1
hora a temperatura ambiente e, sob agitacdo, com anticorpos anti camundongo

conjugados a peroxidase (A 4416 — Sigma) em diluicao 1:2000.
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Revelacdo

Ap6s quatro lavagens com PBS-T 0,05% a presenca da peroxidase foi revelada
utilizando-se o sistema de quimioluminescéncia empregando-se o sistema ECL

(Pharmacia Biotech).

3.6 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE L. intermedia PELO LIMAB7

Uma das agOes caracteristicas do veneno de aranhas do género Loxosceles é a
indu¢do de hemolise dependente de complemento (Futrel et al., 1979; Tambourgi et al..,
1998). Sendo o LimAb7 neutralizante da acdo dermonecrética da peconha da espécie L.
intermedia (Alvarenga et al.., 2003), avaliou-se a capacidade do mesmo em inativar a
hemolise desencadeada por este veneno utilizando-se uma técnica in vitro (Oliveira-

Lima & Dias-da-Silva, 1970) com algumas modificacdes conforme descrito abaixo:

3.6.1 ENSAIO HEMOLITICO

Inicialmente, duplicatas de 400, 200, 100 e 50 pg de LimAb7 diluidos em 200
ul em de tampao TBS-gel (Trietanolamina 0,025 mol/l, MgS0O4 5x10-4 mol/l, CaCI2
1,5)(10—4 mol/l, gelatina 0,05%, pH 7.4) foram incubadas com 5 pg de veneno total de L.
intermedia durante 1 h a 37 °C sob leve agitacdo, correspondendo 2 razio veneno:
anticorpo de 1:16, 1:8, 1:4 e 1:2. Como controle positivo, sob as mesmas condic¢oes, 5
ng de veneno foram incubados com o antiveneno polivalente, em diluicao 1:200,
produzido em cavalo, gentilmente cedido pelo CPPI, Piraquara, PR. Soro normal de
cavalo em diluicdo 1:200 e IgG irrelevante de camundongo (400 pg) foram utilizados
como controles negativos.

Paralelamente a primeira incubagao, hemécias de doadores de grupo sangiiineo
ORh+ foram coletadas em heparina, lavadas e diluidas em tampao TBS-gel até obtencao
da concentracdo de 5x10® células/ml. Para tanto, 100 pul desta suspensdo de eritrécitos
foi diluida em 2,4 ml de 4gua destilada e a absorbancia lida a 541 nm. O resultado foi
utilizado na equacdo abaixo com a finalidade de se determinar o volume para o qual a

suspensdao inicial deveria ser diluida para se obter a concentragdo desejada:
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Volume final = Vol. Inicial X As4i am

0,210

Ap6s a diluicdo as células foram mantidas em gelo até o uso, momento no qual
200 pl destas hemacias foram adicionadas as duplicatas que foram incubadas por mais 1
hora a 37 °C sob leve agitacéo.

A seguir, a supensao de eritrdcitos foi lavada com o tampao TBS-gel por cinco
vezes utilizando-se centifugacao de 1600 rpm por cinco minutos.

Logo apds, as hemadcias foram ressuspendidas em 400 ul de TBS-gel e
incubadas por 1 h a 37 °C com 100 pul de soro proveniente do mesmo doador dos
eritrcitos. Apds a incubacdo, as duplicatas foram centrifugadas e o sobrenadante
submetido a leitura de absorbancia a 541 nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do de lise tendo como
base os valores de hemolise (100%) e de auséncia de lise (0%) conseguidas com o
veneno total (auséncia de anticorpos) e com neutralizagdao obtida com o soro polivalente

de cavalo, respectivamente.

3.7 NETRALIZACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DO VENENO DE L. intermedia
PELO LIMAB7

A enzima SmaseD possui a propriedade de hidrolisar a esfingomielina (N- acil-
esphingosilfosforilcolina) a ceramida (N-acil- esfingosina) e fosforilcolina (Goni et al.,
2002). Através de um ensaio colorimétrico (Gatt et al., 1978), utilizando-se o substrato
comercial TNPAL- (4dcido trinitrofenilaminoldurico) sphingomyelin (Sigma), avaliou-se
a capacidade do LimAb7 em neutralizar in vitro a atividade esfingomielindsica do
veneno de L. intermedia, conforme o relatado por Gatt et al. (1978) com algumas

modificacdes descritas a seguir.

3.7.1 ENSAIO DE NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA IN VITRO

Inicialmente, incubou-se, sob agitacdo de 500 rpm durante 1 h e a 37 °C, 200 pug

de LimAb7 com 5 png de veneno total de L. intermedia diluidos em 100 pl de tampao
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PBS 0,05 mol/l pH 7.4, correspondendo a razdo 1:16 (mol/l) de veneno em ralagcdo ao
anticorpo. Posteriormente, 16 uM de TNPAL-sphingomyelin diluidos em 100 pl de
tampao Tris-HCl, pH 7.4, 0.1% Triton X-100 e 0,02 M MgCl, foram adicionados a
solucdo anterior que foi novamente incubada por 30 min., utilizando-se um
Thermomixer em agitacdao de 1.000 rpm. A reagdo foi interrompida por adi¢cdo de 750 ul
de uma mistura de isopropanol/heptano/5% M H,;SO4 (40:10:1).

A préxima etapa consistiu da adi¢do de 400 pl de heptano e 400 ul de dgua. A
solucdo foi homogeinizada em vértex e centrifugada por 10 min a 3000 g de forma a
separar as duas fases. Posteriormente, a absorbancia da fase organica foi obtida a 330
nm.

Nas mesmas condi¢des, foi incubado o antiveneno polivalente CPPI utilizado na
terapia nas dilui¢cdes de 1:200, 1:20 e 1:2 (v/v) e, como controle negativo, um anticorpo
monoclonal irrelevante.

Os resultados foram expressos em porcentagem de neutralizagdo tendo como

base os valores conseguidos com o veneno total (auséncia de anticorpos).

3.8 METODO DE SPOT-SYNTHESIS

A técnica de sintese multipla de peptideos paralelos sobre membrana de
celulose (Frank, 1992) — Spot synthesis - vem sendo utilizada h4 algum tempo para o
mapeamento de sitios de interacdo em vdrios sistemas, entretanto, a aplicacdo desta
metodologia no mapeamento de epitopos en toxinas de animais peconhentas foi
recentemente descrita (Chavez-Olortegui et al., 2002; Alvarenga et al., 2002; Machado
de Avila et al. 2004; Mendes et al., 2004).

Desta forma, tendo como base o carater neutralizante da atividade
dermonecrética do veneneno total de L. intermedia e reatividade contra a proteina
recombinante LiD1 (Kalapothakis et al., 2002), de anticorpos anti-fracao
dermonecrética e do LimAb7; peptideos de 15 e 25 aminoécidos, sobrepostos de trés
em trés e de dois em dois, respectivamente, foram sintetizados sobre uma membrana de
celulose a partir da sequéncia primdria da LiD1 utilizando-se o equipamento Abimed

Spot Synthesis—ASP222, Langenfeld — Alemanha.
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3.8.1 SINTESE DE PEPTIDEOS SOBRE MEMBRANA DE CELULOSE

Uma membrana de celulose Intavis (Bergisch Gladbach, Alemanha), suporte
para sintese disponivel comercialmente, contendo grupamentos hidroxila conjugados ao
espacador polietilenoglicol (PEG) ligado a um aminodcido Fmoc, € inicialmente ativada
com uma lavagem de 10 min com uma solucdo de piperidina 20% em
N’N’dimetilformamida (DMF). A piperidina promove a clivagem do grupamento Fmoc
e, consequentemente, desprotege a por¢ao N-terminal.

Apés trés lavagens da membrana com DMF, a remoc¢do da piperidina é
monitorada com a posterior lavagem com azul de bromofenol 0.005% (p/v) em DMF.
Nesta etapa, os grupamentos amino livres se colorem (azul) somente apds total remocao
da piperidina.

Posteriormente a despotecdo e lavagem, o suporte estd pronto para o
acoplamento com o primeiro aminoédcido que deve ter seu grupo carboxi ativado. Para
tanto, 50 pl de uma solucao 1,2 mol/l de diisopropilcarbodiimida (DIPC) e 50 ul de 1,2
mol/l de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) sdo adicionados previamente a 100 pul de uma
solu¢do 0,6 mol/l do aminodcido Fmoc. Como a arginina € um aminodcido muito
instavel, sua solucdo deve ser renovada a cada ciclo, portanto, utiliza-se a metade dos
volumes descritos. Esta reacdo formard um éster que reagird rapidamente com o grupo
amino livre propiciando o alongamento da cadeia peptidica.

Seguindo a programacdo computacional, cada aminodcido Fmoc com sua porcao
carboxi ativada € adicionado ao spot correspondente. Apds o acoplamento, a membrana
€ retirada do aparelho e lavada trés vezes com DMF. Os grupos amino livres, ou que
ndo reagiram, sdo acetilados lavando-se o suporte com anidrido acético 10% (v/v) em
DMEF por 10 min ou até total descoloracdo do spot. A acetilagcdo previne a clivagem
prematura dos grupos Fmoc pelas impurezas presentes na solu¢do de DMF. O excesso
de anidrido acético € retirado apds trés lavagens da membrana com DMF.

O ciclo recome¢a com a retirada do grupo protetor Fmoc do aminodcido
inicialmente acoplado apds lavagem do suporte com piperidina 20% (v/v) em DMEF,
depois com azul de bromofenol, posteriormente com metanol. A membrana retorna ao
sintetizador para acoplagem do préximo aminoécido ativado apds secagem usando-se ar
frio.

No ultimo ciclo, a desprotecdo com piperidina € realizada anteriormente a

acetilacdo com anidrido acético 10% (v/v) em DMF. Apods lavagem da membrana com
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DMF, os grupos laterais dos aminodcidos, inicialmente protegidos, sdo clivados durante
1 h pela adi¢do de acido trifluoracético (TFA) e diclorometano na proporcdo de 1:1
(v/v) contendo 2,5% de trietilsilane. A membrana estd pronta apds trés lavagens com
diclorometano seguidas por trés com DMF, por outras trés com acido acético 1% em
agua e finalizando com trés lavagens com metanol.

As membranas cujos peptideos devem ser ciclizados sdo mantidas sob incubacao
durante 16 horas em PBS, contendo 10% de DMSO (dimetilsulféxido) de forma a
oxidar as cisteinas para formagao da ponte dissulfeto.

Ap6s o0 uso, cada membrana € lavada com metanol, seca a temperatura ambiente

e armazenada a —20 °C.

3.8.2 REATIVIDADE DOS ANTICORPOS FRENTE AOS PEPTIDEOS SINTETICOS LINEARES

A reatividade dos peptideos sintéticos frente aos anticorpos policlonais anti DNF
e ao LimAb7 foi avaliada através de ensaios colorimétricos os quais possuem a
vantagem de poderem ser reproduzidos por até 70 vezes, caso 0 uso seja com anticorpos
monoclonais. A técnica de Spot permite a identificagdo e o mapeamento de epitopos

continuos de maneira eficiente e rdpida seguindo o protocolo descrito a seguir:

3.8.2.1 Imunoensaios com peptideos sintetizados sobre membrana

As membranas contendo peptideos sintéticos correspondentes a proteina LiD1
foram lavadas trés vezes com tampao TBS (KCl1 0,002 mol/l, Tris 0,05 mol/l em salina,
pH 7.4) e incubadas, a temperatura ambiente, sob agitac¢do, por 16 horas com solugao de
bloqueio (Genosys) diluido 1:20 em TBS-Tween 20 0,1% (TBS-T) contendo 0,5% de
sacarose. ApOs bloqueio, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com 10
pg/ml de LimAb7 ou com soro de cavalo anti proteina dermonecrética em dilui¢do
1:3000, a 37°C, sob agitacdo durante 90 minutos.

Apés trés lavagens com TBS-T, foram adicionados os conjugados anti
camundongo ou anti cavalo, ambos em dilui¢ao 1:2.000 conjugados a fosfatase alcalina.

As membranas foram mantidas sob agitacdo, a temperatura ambiente por 60 minutos.
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Ambas membranas foram lavadas duas vezes com T-TBS e outras duas
subseqiientes com tampao citrato - CBS (KCI 0,0025 mol/l, NaCl 0,15 mol/l, 4cido
citrico 0,01 mol/l, pH 7,0) por 10 minutos, sob agitacdo e a temperatura ambiente.
Posteriormente, a reatividade dos spots foi detectada apds adicdo do substrato para
fosfatase alcalina BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato) e MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5- (brometo de difeniltetrazolium) em presenca de MgCI2 1 mol/L.

A reacgdo, interrompida apds duas lavagens da membrana com 4gua, pode ser
visualizada pela presenca de um precipitado azul sobre os peptideos (spots) reativos. A
intensidade da cor foi analisada utilizando-se o software Scrimage (Scion Corporation)

disponivel em www.scioncorp.com.

Regeneracdo da membrana de Spot

Como retratado anteriormente, uma das vantagens da utilizacdo da membrana
de Spot é a possibilidade de reutilizacdo da mesma. Para tanto, apds avaliagao visual e
computacional dos Spots reativos, a membrana é regenerada, ou seja, ela é tratada de
forma a eliminar a coloracdo azul proveniente do substrato da fosfatase alcalina e
desfazer o complexo antigeno-anticorpo.

Inicialmente, a membrana é lavada com agitacdo, por dez minutos, com DMF,
utilizando-se capela quimica, por trés vezes ou até total eliminacdo do corante azul.
Apo6s duas rapidas lavagens com dgua destilada, a membrana € lavada, durante 10
minutos, trés vezes, com uma solu¢do denominada de reagente A (uréia 8 mol/l, SDS
1% (p/v) e B-mercaptoetanol 0,1% (v/v)). Posteriormente, a membrana é mergulhada
por dez minutos em reagente B (etanol/dgua/dcido acético 5:4:1) por trés vezes e,
subsequentemente, lavada com metanol. Apds secagem a frio, a membrana estd pronta

para ser bloqueada novamente ou ser armazenada a —20 °C.

3.9 PHAGE DISPLAY

3.9.1 BIOSSELECAO DOS PEPTIDEOS SOBRE PLACA

A biosselecao foi realizada como descrito por Villard et al. (2003) embora com

algumas modificacdes:
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Sensibilizacdo da placa

Para os dois primeiros pannings, uma placa flexivel de 96 pogos (Falcon 3912,
Becton Dicknson, Oxnard, CA 93030) foi sensibilizada com 5 pg/ml do anticorpo
LimAb7 diluido em 10 ml de Coating Buffer autoclavado (NaHCO3 100 mmol/l, pH
8,6) durante 12-16 horas a 4° C.

Para o terceiro e dltimo panning utilizou-se 0,5 pg/ml do LimAb7.

Bloqueio da placa e incubacio dos fagos

Ap6s a sensibilizacdo, a placa foi lavada 5 vezes com tampao de lavagem (TBS-
T 0,05%) e incubada com uma solucdo de bloqueio (TBS-T 0,05% e BSA 3%),
previamente filtrada a 22 um, por 2 h 4 37 'C sob leve agitacio.

Ap06s retirada do bloqueio, a placa foi novamente lavada conforme decrito acima

e incubada com os fagos filamentosos.

Biopanning 1 - Incubacio dos fagos

Para a primeira selecdo, 1.5x10"" transducing units (TU) das bibliotecas dos
peptideos randomicos lineares de 15-mer (X;s), de 17-mer (XsCXg), de 30-mer (X3) e
2.5x10'° TU da bilbioteca conformacional de 12-mer (XCXsCX) expressos na
superficie de proteinas pllIl do fago filamentoso F88.4 foram diluidas em 10 ml de TBS-
T 0,05% e incubados, durante 16 h a 4° C, na placa previamente sensibilizada com

LimAb7.

Obtencio dos fagos por eluicdo acida

Inicialmente a esta etapa, em um tubo de 50 ml, um pré-inéculo da cultura das
bactérias foi feita utilizando uma colonia da bactéria E. coli (cepa K91) em 10 ml de
meio LB com crescimento durante 16 h e a 37 °C, sob agitagdo de 225 rpm. Utilizaram-
se 7 ml do pré-indculo para 110 ml de LB em um erlenmeyer de 500 ml que ficou sob

agitacdo (225 rpm) a 37 °C durante aproximadamente 3 horas ou o equivalente a
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absorbancia de 1.8 a 550 nm. A rotacdo foi entdo diminuida para 50 rpm para formagao
do pili por 30 minutos.

Ap6s a incubacdo das bibliotecas de fagos, a placa foi lavada por 10 vezes de 2
minutos com TBS-T 0.5% e posteriormente, com 5 lavagens de 2 minutos com TBS-T
0,05% a temperatura ambiente.

Os virus reativos ao LimAb7 foram eluidos ao se adicionar aos pocos 90 ul do
tampao de eluicao (glicina 0,1 mol/l pH 2.2/ BSA 1 mg/ml).

Passados os 30 minutos de incubacdo da placa que ficou sob agitacdo a
temperatura ambiente, transferiu-se o eluato para um tubo de 15 ml que foi neutralizado
com tampao Tris-HCI, 2 mol/l, pH 9,0.

Uma aliquota de 20 ul foi guardada a 4 'C para posterior titulacio parcial

realizada em conjunto com a titulagdo final.

Amplificacdo

Em 10 ml da solugdo de bactérias preparadas previamente adicionaram-se 6 ml
do eluato contendo os fagos. As células foram incubadas durante 10 minutos a 37 °C
sem agitacdo e posteriormente, adicionadas a 100 ml de meio LB pré-aquecido a 37 °C
contendo 0,2 pug/ml de tetraciclina. Apés 30 minutos de indugdo a 225 rpm, ajustou-se a

concentracdo de tetraciclina para 20 pg/ml. O crescimento bacteriano ocorreu durante

16 h a 37 °C e sob agitacdo de 225 rpm.

Precipitacdo

A cultura de bactérias contendo os fagos foi colocada em tubo estéril de 250 ml
e centrifugada a 4° C a 4000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante contendo os fagos
foi transferido a um novo tubo onde foi adicionado 15% de PEG 8000 contendo
20%/NaCl 2,5 mol/l. O contetdo foi misturado por inversdo (100 vezes) e precipitado
por 24 h e a 4° C em gelo.

No dia seguinte, a solu¢do de precipitacdo dos fagos foi centrifugada a 4° C, a
8000 rpm por 40 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 3 ml de tampao TBS 50
mmol/l NaCl 150 mmol/l pH 7.5 e a soluc¢do transferida para tubos de microcentrifuga e

centrifugados 10.000 rpm por 15 minutos para remover os restos celulares.
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Fonte: Ilustragdo modificada a partir do site www.biochem.arizona.edu/miesfeld/teaching/Bioc471-2/pages/Lecturel0/Lecturel10.html

Figura 5 - Selecao de seqiiéncias peptidicas por phage display. Um pool de fagos M13 recombinantes com
fragmentos de DNA aleatérios em seu genoma foram selecionados por afinidade ao LimAb7. Fagos ndo
reativos foram eliminados pelas lavagens e, posteriormente, aqueles que ficaram aderidos ao anticorpo foram
eluidos, amplificados pela infec¢do de bactérias E. coli K91, precipitados e submetidos a novo ciclo de
selecdo. Apds trés ciclos, bactérias infectadas foram plaqueadas e coldnias isoladas foram colocadas em cultura
cujo sobrenadante foi testado em um ELISA, sendo o LimAb7 o anticorpo de captura. Clones positivos

tiveram seu DNA precipitado e submetido ao sequencimento.
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Titulagcdo

Dez microlitros de cada uma das dilui¢des dos fagos (10, 107, 10" ¢ 10™® para a
titulagdo parcial e, 10"6, 10'8, 101 ¢ 1012 para a titulagcdo final), foram adicionados a
200 pl de bactérias K91 previamente cultivadas. Incubou-se por 15 minutos a 37 °C sem
agitacdo e mais 15 minutos a 37° C sob agitacdo de 225 rpm. As células foram entdo
plaqueadas em LB dgar contendo tetraciclina (20 pg/ml).

No dia seguinte, as coldnias foram contadas sendo que cada coldnia corresponde

a 1 TU/ml ou 20 fagos.

Biopannings 2 € 3

O mesmo procedimento foi seguido para o panning 2 com a excec¢do de que,
2x10"" fagos obtidos com o biopanning 1 foram utilizados na infeccdo das bactérias
KO91 e assim, sucessivamente. Para os pannings 3 utilizou-se 0,5 pug do LimAb7 para a

sensibilizacdo da placa.

Elisa para avaliacdo da evolucio da seleciao

Utilizou-se a técnica de ELISA para se avaliar a evolucdo da selecdao dos fagos
oriundos dos Bio pannings 1, 2, 3 e 4. Para tanto uma placa flexivel de 96 pogos (Falcon
3912, Becton Dicknson, Oxnard, CA 93030) foi sensibilizada com 5 pug/ml do LimAb7
em Coating Buffer 100 mmol/l pH 8.6, durante 16 h a 4° C.

No dia seguinte, a placa foi lavada 3 vezes com a solugdo de lavagem (PBS-T
1%) e bloqueada com uma solu¢do PBS-T 1% e 2% de leite em p6 desnatado durante 1
hora a 37° C.

Duplicatas de fagos, em concentra¢des de 1010, 109, 108, 10" e 10° TU/ml, de
cada um dos pannings foram testadas, sendo utilizado como diluente a solugdo de
bloqueio. Como controle positivo do ensaio, utilizou-se o veneno total de L. intermedia
e como controle negativo, o fago selvagem 10° TU/ml. A placa foi entdo incubada
durante 2 horas a 37° C.

Passadas as duas horas de incubacdo, a placa foi lavada com a solucdo de

lavagem e, posteriormente, adicionou-se o anticorpo anti fago M13 conjugado a
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peroxidase em diluicao 1:3000 e para o controle positivo, anticorpo anti veneno de L.
intermedia em diluicdo 1:1000 utilizando-se como diluente a solu¢do de bloqueio.
Incubou-se a placa por 1 h a 37° C.

Apbs a incubacdo, a placa foi lavada com solug@o de lavagem e a revelagdo foi
feita utilizando-se o tampao substrato (citrato trissédico 0,04 mol/l, 4cido citrico 0,01
mol/l e HO; 0,33% (v/v)) e 0,2 mg/ml de OPD. Apéds 15 minutos, a reacdo foi inibida
com a adicdo de 20 ul de H, SO4 1:20. A leitura foi realizada a 492 nm.

3.9.2 SELECAO DOS CLONES

Ap0ds a obtengdo de fagos provenientes do panning 3, uma titulacdo foi realizada
conforme descrito acima com a diferenca de se utilizar placas grandes de 150 mm para
se obter coldnias mais isoladas.

Cada uma das colonias foi colocada em um poc¢o de uma placa de cultura
contendo 250 pl de meio LB contendo 20 mg/ml de tetraciclina com excec¢do do pogo
onde havia somente a bactéria K91 utilizada, posteriormente, como controle negativo. A
placa de cultura foi incubada a 37 °C sob agita¢do durante 16 h.

No dia seguinte, cada um dos sobrenadantes foi testado em duas placas de
ELISA previamente sensibilizadas com 5 pg/ml de IgG policlonal de cavalo anti DNF
ou com 10 pg/ml do anticorpo policlonal anti M13, seguindo-se o protocolo como
descrito acima. Apds bloqueio e adicdo dos sobrenadantes celulares, adicionaram-se 10
png/ml de LimAb7 que foram detectados pelo anticorpo policlonal especifico para IgGs

de camundongo conjugado a HPO.

3.9.3 AMPLIFICACAO DOS CLONES SELECIONADOS

Como os resultados do ELISA descrito acima ndo mostraram clones cuja
reatividade se sobressaissem dos demais, novo ensaio foi realizado nas mesmas
condigoes utilizando-se, desta vez, como anticorpo de captura o policlonal anti M13 e,
posteriormente, os fagos, o LimAb7 e o conjugado especifico para IgGs de
camundongo. Quinze clones com as maiores leituras foram amplificados e

seqiienciados.
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Isolamento dos clones

Para certificar-se da presenca de clones unicos, dez placas foram estriadas a
partir de cada poco para obten¢ao de colonias isoladas. No dia seguinte, cada colonia foi

colocada em 10 ml de meio LB tetraclina (20 pg/ml) utilizados como pré-inéculo.

Precipitacdo dos fagos

Seguiu-se o protocolo de centrifugacdo e precipitacio dos fagos conforme
descrito anteriormente. Antes da precipitacdo, uma aliquota das bactérias foi guardada a
—20'C em meio LB/glicerol 15%. Posteriormente, os fagos foram ressuspendidos em 1

ml de TBS autoclavado para posterior extracdo do DNA.

3.9.4 PRECIPITACAO DE DNA

Para a precipitacdo de DNA utilizou-se o protocolo proposto pelo kit Qiagen
27704 QIAprep spin M13 (Qiagen, Hilden, Germany) ligeiramente modificado como

descrito abaixo:

Precipitacdo

Os fagos foram centrifugados a 4.500 rpm por 15 minutos em microcentrifuga.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi centrifugado novamente para se
evitar a presenca de bactérias. A cada um dos tubos adicionaram-se 10 pl do tampao
MB precipitation para cada ml da solugcdo de fagos. O tubo foi agitado em vortex, e

incubado por 3 minutos a temperatura ambiente.

Obtencio do DNA

Transferiram-se 700 ul da solucdo precipitada para uma coluna e que foi
centrifugada por 7.000 rpm durante 15 minutos. A solu¢do da coluna foi recolhida e

refiltrada por mais duas vezes. As centrifuga¢cdes foram repetidas até que todo o volume
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fosse filtrado. Na dltima centrifugacdo, descartou-se a solucdo que fluiu.
Posteriormente, adicionou-se a coluna 700 ul do MLB buffer que foi centrifugada por
15 minutos a 7.500 rpm, descartando-se o filtrado. Repetiu-se esta etapa com cada uma
das colunas.

Posteriormente, foram adicionados 700 pl de PE wash buffer. As colunas foram
centrifugadas por 15 minutos e 7.500 rpm descartando-se o filtrado. Repetiu-se a
centrifugacdo mais uma vez para certificar a total retirada do PE wash buffer.

A parte superior da coluna foi colocada em tubo de microcentrifuga estéril,
adicionaram-se 50 ul de dgua Milli-Q autoclada e previamente aquecida a 50° C. Os
tubos foram incubados em banho-Maria por 10 minutos a temperatura de 50° C e,
posteriormente, centrifugados por 30 segundos e 7.500 g. O filtrado foi quantificado em
gel de agarose 1% e congelado a —20° C.

A quantificagdo do DNA foi realizada conforme descrito no item 3.11.4.

3.9.5 SEQUENCIAMENTO
O DNA de clones positivos previamente quantificados foram amplificados com

o primer reverse 5°-TCG GCAAGC TCT TTT AGG-3’ e sequenciados utilizando-se o

mesmo programa que serd descrito no item 3.11.3.2.

Analise do sequenciamento

Apés a obtengcdao dos dados do sequenciamento, os cromatogramas foram
avaliados quanto a presenca da seqiiéncia “CC TTC TGC AGC?”, local anterior ao inicio
do inserto aleatério no DNA viral. O final deste inserto estd posicionado anteriormente
a sequéncia “GGC AAA”.

Para se ter o resultado da tradugdo utilizou-se o programa de tradugao
(Proteomics) disponivel no endereco www.expasy.ch, mais precisamente a opcao DNA,

leitura de tradugdo de proteina 3”57, utilizando-se a primeira janela de leitura.
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3.9.6 ANALISE DA REATIVIDADE DOS PEPTIDEOS FRENTE AO LIMAB7 POR DOT BLOT

De forma a se avaliar a importancia da ponte dissulfeto presente nos peptideos
selecionados pela técnica de phage display, um Dot Blot foi realizado como descrito a
seguir. Ap6s titulagdo dos fagos, 2x10" TU de trés diferentes fagos foram pipetados
sobre uma membrana de nitrocelulose utilizando-se um aparelho préprio para Dot Blot .

O primeiro deles correspondia a sequéncia mais frequentemente selecionada
pelo LimAb7 (NC N K NDHLF A C W), o segundo a um fago irrelevante contendo
duas cisteinas 1C AR QD P A G N C S) e o terceiro fagos silvestres. A membrana foi
deixada durante 1h a 37°C e posteriormente, dividida em duas partes.

Uma delas foi tratada com [-mercaptoetanol 2% (v/v) em PBS 0,05 mol/l pH
8,0 durante 30 min a temperatura ambiente para reducdo das pontes dissulfeto. A
alquilacdo dos peptideos foi conseguida apds incubagdo da membrana com
iodoacetamida 13,5 mmol/l por 30 min a temperatura ambiente.

Apo6s trés lavagens com PBS —Tween 20 0,05%, ambas membranas foram
bloqueadas com PBS-Tween 20 0,3% e incubadas com 10 pug/ml de LimAb7 por 1 h a
temperatura ambiente. O excesso de anticorpo foi retirado apds trés lavagens com PBS-
Tween 20 0,05%. Em momento posterior, o anticorpo anti camundongo conjugado a
HPO foi adicionado a membrana que ficou sob incubagdo por 1 h a temperatura
ambiente.

A reatividade dos mimotopos foi detectada apds duas lavagens com PBS-T
0,05% e outras duas com PBS na auséncia de detergente, com a adicdo de DAB 0,1%
(p/v), cloronaftol 0.05% (p/v) diluido em metanol 5% (v/v) e de H202 0,03% em PBS
0,05 mol/l, pH 7.4.

3.10 SINTESE PEPTIDICA
3.10.1. PEPTIDEOS SOLUVEIS

Apds a obtencdo da seqiiéncia do peptideo correspondente ao mimotopo do
LimAb7, avaliou-se quanto as suas propriedades quimicas como, por exemplo, a

presenca ou niao de aminodcidos hidrofébicos ou hidrofilicos, de caracteristicas acidas

ou basicas e de aminoécidos capazes de formar pontes dissulfeto.

50



Material e Métodos

A sintese de peptideos requer um suporte sélido insoldvel para o primeiro
aminodcido, assim como para os demais a serem acoplados. A resina utilizada nesta
sintese foi a Amide Rink 0,73 pmol/g em concentracdo de 40 wmol/l.

Cada aminodcido é comercialmente encontrado com o grupamento amino
protegido pelo grupamento Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonil), caso sua cadeia lateral
seja reativa ela estard igualmente protegida por um grupo que deve responder as
seguintes exigéncias: ser adaptado a natureza da cadeia lateral e ser clivado pelo TFA.

Uma vez tendo a resina o seu grupo protetor Fmoc liberado pela piperidina, o
ultimo aminodcido da seqiiéncia do peptideo é ligado através da carboxila ao
grupamento amina da resina formando uma ligacao covalente que € clivada ao final da
sintese. A cada aminodcido adicionado, a sua por¢cdo N-terminal precisa ser protegida e
desprotegida. Apds cada desprotecdo, o grupo amino resultante deve ser convertido em

um NH; livre apds cada desprotecdo. O préximo aminodcido N-protegido deve ser

ativado para ser acoplado a seqii€éncia em sintese conforme descrito abaixo:

Teste de qualidade da dimetilformamida

A dimetilformamida (DMF) foi testada com 10 ul de azul de bromofenol a 1%
para 1 ml do reagente. A cor amarela significa que solucdo estd adequada, caso fique
azul o resultado indica presenca de grupos amina livres, o que torna a solucdo impropria

para o uso.

3.10.2 ATIVACAO DA RESINA

A resina foi lavada duas vezes de dois minutos com DMF e, posteriormente, foi
deixada coberta por este reagente durante 30 minutos.

O grupo Fmoc protetor da resina foi clivado através de trés lavagens de seis
minutos pela piperidina 20%. Em seguida, a resina foi lavada mais trés vezes com
DMF.

Toda a parte prdtica foi realizada em capela quimica, sempre com a utilizacdo

de luvas devido a toxicidade dos reagentes quimicos empregados.
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3.10.3 ATIVACAO E ADICAO DOS AMINOACIDOS A SEREM ACOPLADOS

O peptideo foi sintetizado do primeiro aminoacido C-terminal em direcao ao N-
terminal. A sintese foi iniciada com a seqiiéncia C G A antes do peptideo a ser
produzido, de forma a facilitar a conjugagcdo com carreadores como albumina e KLH
(keyhole limpet hemocyanin). As duas cisteinas presentes na seqiiéncia foram
substituidas por serinas.

Os aminoécidos foram adicionados em concentracdo 3 a 4 vezes maior que a
quantidade de resina para garantir o acoplamento, para tanto, foram utilizados 160
pmol/l de cada um dos aminodcidos.

Cada amino4cido teve a sua funcdo carboxila (COOH) ativada para possibilitar a
formacao da ligacao peptidica. O aminodcido a ser acoplado foi ativado 5 minutos antes
de ser colocado em presenca da resina com 160 pmol/l de DIPC e 160 umol/l de
HOBT, ambos em volume final de 250 pul.

Mais 2 ml de DMF foram adicionados agitando-se o tubo levemente, ou
DMF/diclorometano (DMC) em razao 1:1 a medida que a cadeia fosse se alongando
dificultando o acoplamento ou quando a cadeia fosse se tornando mais hidrofébica.

Cada aminodcido ficou em reacdo de acoplamento por duas a trés horas sendo o
tubo agitado levemente de 20 em 20 minutos.

O ciclo foi finalizado com trés lavagens de 2 minutos com DMF e,

posteriormente, submetido ao teste da ninhidrina.

Teste da ninhidrina

O método mais conveniente para o rdpido monitoramento do processo de
acoplamento € o teste da ninhidrina que reage com aminas primdrias resultando na
colora¢do conhecida como purpura de Ruhemann (Albericio & Carpino, 1997). Depois
de acoplar o aminodcido, alguns graos da resina foram colocados em presencga de 1 gota
de ninhidrina 5% em etanol, duas gotas de fenol 80% em etanol (p/v) e uma gota de
cianeto de potassio 0,001 wmol/l em piperidina. O tubo de hemdlise foi aquecido por 3
minutos a 110°C.

Se houver um bom acoplamento, os grdos adquirirdo cor laranja ou amarela.

Caso contrdrio, a resina ficard de cor azul puirpura.
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3.10.4 CLIVAGEM DO PEPTIDEO

Logo apés todos os ciclos terem sido completados, o dltimo grupamento Fmoc
foi eliminado com piperidina, assim como todas as prote¢des laterais além da ligacao
entre o peptideo e a resina utilizando TFA conforme descrito abaixo:

Ap6s término do tdltimo ciclo, o dltimo aminoécido foi desprotegido através de
lavagens com piperidina 20% por 6 minutos por trés vezes.

Para a retirada da protecdo lateral e do peptideo da resina adicionou-se ao tubo
de sintese a solucdo 2,5% de beta mercaptoetanol e 2,5% de 4gua em volume final de 5
ml de TFA cuja reagdo ficou sob agitacdo lenta por 5 horas.

O peptideo solubilizado foi colocado em tubo de ensaio vidro onde foi
adicionado lentamente éter gelado 40C até total precipitagdo. O tubo foi deixado em
repouso por 30 minutos, sendo deixado aberto dentro da capela no interior de um béquer
para evitar a perda do material por quebra do tubo.

O tubo foi deixado na geladeira durante 16 h e centrifugado a 3000 rpm
durante 30 minutos no dia seguinte. O precipitado foi lavado mais 3 vezes com éter
gelado. A dltima etapa foi de retirada do éter e ressuspensdo do material em dgua Milli-
Q. Posteriormente, o peptideo foi liofilizado e testado em Dot Blot e ELISA quanto a

reatividade frente ao LimAb7.

3.11 ANALISE DA BIBLIOTECA DE CDNA

A biblioteca de cDNA que foi analisada foi obtida extraindo-se RNAm da
glandula do veneno da aranha Loxosceles intermedia utilizando-se o kit “Zap cDNA
synthesis” (Stratagene) em um trabalho realizado pela equipe do Prof. Dr. Evanguedes
Kalapothakis (2002). Esta biblioteca é constituida por fagos lambda portadores do vetor
Zap Express — Stratagene (Fig. 6) contendo o fagemidio pBK-CMV (Fig. 7) cujos
insertos, maiores que 100 pares de bases, foram clonados entre os sitios de restri¢cdo

EcoRI e Xhol presentes no sitio multiplo de clonagem.
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Figura 6 — Mapa do vetor Zap Express
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Iniciou-se a sele¢do dos clones das 32 sub-bibliotecas, cedidas pelo Prof. Dr.
Evanguedes, com a utilizacdo de um pool dos fagos lambda que foram selecionados
através da técnica de immunoscreening adaptada a partir de Sambrook et al (1989),

como descrito a seguir.

3.11.1 PREPARO DAS PLACAS DE LISE

Placas de LB dgar foram estriadas com cepas de E. coli XL1-Blue e XLOLR
para que fossem obtidas culturas recentes. No dia seguinte, pré-indculos das duas

bactérias foram feitas em tubos de 50 ml conforme descrito a seguir:

v'XL1-Blue: 5 ml de meio NZY, 50 ul de MgSO,4 1 mol/l e 50 ul de maltose 20%
v’ XLOLR: 5 ml de meio NZY e 50 pl de tetraciclina 12,5 mg/ml

Em um erlenmeyer de 500 ml foram adicionados os 5 ml da cultura de XL1-
Blue em 50 ml de meio NZY suplementado com 500 pl de MgSO4 1 mol/l e 500 pl de
maltose 20%. A cultura foi deixada sob agitacao a 37° C até A600 de 0.5 a 1.0.

As bactérias em fase logaritmica de crescimento foram centrifugadas por 10
minutos a 4500g e ressuspendidas em MgSO; 10 mmol/l até A600 de 0.5 (para

formacao das placas de lise) ou de 1.0 (para excisao).

Titulagcdo

Em um tubo de 15 ml estéril foram pipetados 200 pl da solucdo de bactérias
XL1-Blue diluida em MgSO4 com Agy de 0.5, e 1 ul de uma dilui¢do de 1:10 do pool
das 32 sub-bibliotecas originais. Os tubos foram incubados por 15 minutos, a 37°C, sem

agitacao.

Para as bibliotecas ja amplificadas foram utilizadas diluicoes de 1 0° 10° ou 10 °°,

adicionando-se 1 ul de cada diluicdo aos 200 il das células XL1-Blue.
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A cada um dos tubos foram adicionados 3 ml de meio NZY top agarose a 48° C
que, imediatamente, foram vertidos sobre placas de LB 4gar (a temperatura de 37° C).
De mesma maneira, uma placa controle contendo o fago sem inserto foi

preparada e incubada por 16 h a 37 °C.

Titulo = {n° de coldnias de lise (pfu) x fator de dilui¢do/ volume plaqueado (ul)} x 1000

3.11.2 IMUNOSSELECAO

Preparo da cultura de XL1-Blue

A cultura de XLI-Blue foi preparada conforme descrito acima.

A . . L, . 4 N .
Para se obter coldnias isoladas, é necessario haver 2x10" colOnias de lise em

uma placa de 90 mm ou 5x10" para placas de 150 mm.

Preparo das placas

Em um tubo de 15 ml, misturaram-se 200 pl da solugc@o de bactérias XL1-Blue
(Agoo = 0.5) com um volume de tampao SM (NaCl 0,1 mol/l, MgSO,.7H,O 0,008
mmol/l, Tris/HCI1 0,05 mol/l pH 7,5; gelatina 0,01% (p/v)) contendo 3x10* pfu (90 mm)
ou 10° (150 mm) do fago lambda. Os tubos foram incubados por 15 minutos a 37° C
sem agitacdo. Trés mililitros (90mm) ou 7.5 ml (150 mm) de NZY top agarose a 48° C
foram adicionados a cada um dos tubos e vertidos sobre o centro das placas de LB 4gar
previamente aquecida a 37° C. As placas foram incubadas a 37° C por no mdximo doze

horas.

Immunoscreening

Usando luvas e pincas, membranas de nitrocelulose (Sigma N-2639) do tamanho
do fundo da placa foram umedecidas em solugdo de IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopiranosidio) 10 mmol/I e posicionadas sobre as placas de lise que retornaram a

estufa por mais 3 horas.
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Posteriormente, as membranas foram marcadas, bem como as placas e lavadas
em tampao TNT (Tris-HCl 10 mmol/l, pH 8,0; 150 mmol/l, NaCl e 0,05% Tween 20)
por duas vezes de 5 minutos.

As membranas foram, entdo, bloqueadas com PBS-T 0,3%, lavadas com PBS-
T 0,05% por 3 vezes de 5 minutos, incubadas com LimAb7 (5 pg/ml), posteriormente
com anticorpos especificos para IgGs de camundongos conjugado a peroxidase em

diluicao 1:2000 e reveladas com DAB, cloronaftol e per6xido de hidrogénio, conforme

descrito no item 3.3.1.

Recuperacao dos fagos reativos

As colonias de lise correspondentes aos spots reativos foram recortadas do agar
com uma ponteira € colocados em 1 ml de tampao SM contendo 0,5% (v/v) de
cloroférmio e guardadas a 4° C. Os tubos ficaram em geladeira por dois dias antes do

uso para garantir a total difusdo dos fagos.

Segunda e terceira selecoes

Cada um dos fagos positivos para LimAb7 foram novamente plaqueados e nova
selecdo foi realizada para a certificacdo da positividade dos clones. Durante a segunda
selecdo, misturou-se ao fago positivo um fago irrelevante como controle negativo. Os

clones positivos foram separados para serem excisados e, posteriormente, seqiienciados.

3.11.3 EXCISAO

A biblioteca constituida por fagos lambda possui em seu genoma o vetor Zap
Express contendo o fagemideo pBK-CMV com insertos de cDNA originados da
glandula de veneno da aranha Loxosceles intermedia. Este vetor, Zap Express, possui
uma origem de replicacdo dividida em duas regides subclonadas separadamente, sendo

uma delas o sitio de iniciac@o e a outra o sitio de finalizacao da sintese de DNA.

57



Material e Métodos

Ap0s infeccao das bactérias, as proteinas do fago helper reconhecem o iniciador
que estd no vetor lambda. Uma das duas fitas de DNA € clivada por estas proteinas e
nova sintese de DNA se inicia na regido de clivagem seguindo até o sinal de finalizagao.
Além disso, proteinas do fago helper promovem a circularizacdo da molécula de
DNA de fita simples originada, incluindo o fagemideo pBK-CMV e o inserto de cDNA
possivelmente clonado, recuperando a regido de origem de replicacdo. Esta udltima
regido recuperada estd correlacionada ao sinal que permite que o DNA circularizado
seja empacotado em particulas do fagemidio e secretados pelas bactérias. Para tanto,
estas bactérias sdo lisadas e o fago lambda destruido pelo aquecimento a 70°C, sendo os
fagemidios ndo afetados pelo procedimento.
Mais detalhes sobre a excisdo e recuperagdo do fagemideo estdo descritos a

seguir:

Preparo das bactérias XIL.1-Blue e XLOLR

O pré-inéculo da XLOLR foi adicionado a 50 ml de meio NZY contendo
tetraciclina em concentracdo final de 12,5 ul/ml. As bactérias XL1-Blue foram
preparadas como descrito anteriormente. Ambas culturas foram centrifugadas por 10
minutos a 4500 rpm e ressuspendidas em MgSO4 10 mmol/l até Agyp de 1.0, no

momento do uso.

Adicao dos fagos selecionados e do fago helper

Em um tubo de 50 ml, misturaram-se 600 pl da solucdo de XL1-Blue (Ago de
1.0), um volume da solucdo de fagos selecionados (10’ pfu) e de fagos helper (10° pfu).
Os tubos foram incubados por 15 minutos a 37° C sem agitagdo. Adicionou-se,
posteriormente, 1 ml de meio NZY suplementado e incubou-se o tubo a 37°C por 2 a 3
horas sob agitacao.

Ap6s incubagdo, os tubos foram colocados em banho-Maria a 65 - 70° C durante
20 minutos. O volume foi colocado em tubos de microcentrifuga e centrifugados a 8000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo estéril e

armazenados a 4° C.
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FONTE: Ilustracdo modificada a partir do site www.biochem.arizona.edu/miesfeld/teaching/Bioc471-2/pages/Lecture10/Lecture10.html

Figura 8 — Imunossele¢io de fagos lambda. E. coli X1 Blue foram infectadas por fagos lambda com
insertos provenientes do cDNA da glandula da aranha L. intermedia, estas células foram misturadas ao
meio Top agarose e incubadas por 16h a 37°C. No dia seguinte, uma membrana de nitrocelulose foi
embebida em IPTG 10 mM e colocada sobre a placa de lise. ApSs 3 h de incubagdo a 37°C, a membrana
foi testada com LimAB7. Apés deteccdo de reatividade, os fagos foram recolhidos e armazenados em

meio SM com 0,5% de cloroférmio (v/v).
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3.11.3.1 Obtencao de colonias isoladas

Os fagemidios excisados na etapa anterior foram adicionados em diferentes
volumes (5, 10 e 15 pl) a um tubo de 1,5 ml contendo de 200 pl de XLOLR (Agpo =
1.0) que ficou sob incuba¢do durante 15 min. a 37°C. Posteriormente, foram
adicionados 40 ul de meio NZY 5x, incubando-se novamente as bactérias por 45 min. a
37°C, desta vez, sob agitacdo. Duzentos microlitros desta cultura foram plaqueados em
meio LB-4dgar contendo 50 pg/ml de canamicina que ficou sob incubagio a 37°C até o

dia seguinte.

3.11.3.2 PCR de coldnias

Para verificar a real existéncia de insertos de cDNA clonados no vetor excisado
pBK-CMYV, foi realizada uma PCR a partir das colonias isoladas obtidas conforme
descrito no item anterior. Colonias isoladas foram adicionadas a 500 pl de meio LB
liquido contendo 50 pg/ml de canamicina o qual ficou sob incuba¢@o durante uma hora
a 37°C sob agitagdo. Desta cultura, 50 ul foram submetidos a temperatura de 94°C por
10 min, e a partir disto, 1 pl foi utilizado para a reagdao de PCR.

A reagdo foi realizada utilizando-se primers T3 (5’AAT TAA CCC TCA CTA
AAG GG 3’) e T7 (5° GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 3’) e os reagentes
descritos no Quadro 6, bem como o programa, batizado de T7, para os ciclos de

desnaturagdo, anelamento e extensao (Quadro 7).

Primer T3 5 pmol
Primer T7 5 pmol
Taq DNA polimerase 1UI
Tampdo IB Taq 10x 2 ul
Desoxirribonucleotideos 0,1 mM
DNA (col6nia) 1
Agua g.s.p- 20 ul

Quadro 6 — Reacao da PCR de colonias
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Passo Temperatura (°C) Tempo
1 95 3 min
2 94 30 seg
3 55 1 min
4 72 2 min
5 Repeti¢ao do ciclo 30 vezes
6 72 5 min

Quadro 7 — Programa utilizado na PCR com iniciadores T3 e T7

Cada uma das amostras foi diluida em tampao de amostra (azul de bromofenol
0,25% (p/v), xilenocianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)) na proporcdo de 1:6 e
aplicado em gel de agarose 1% contendo 0,05% de brometo de etidio.

O gel foi submetido a 80 V em tampao TAE (0,04 mol/l Tris-acetato 0,04 mol/l
e EDTA 10 mmol/l, pH 8,0) e observado em transiluminador de luz ultravioleta.

Os clones que foram certificados quanto a presenca do inserto foram submetidos

a extracdo de plasmidios em baixa escala (mini prep).

3.11.4 SEQUENCIAMENTO DO CDNA

Os plasmideos contendo insertos de cDNA referentes a alguma proteina
reconhecida pelo anticorpo LimAb7 foram submetidos a extracdo em baixa escala (mini
prep) utilizando-se o kit FlexiPrep (Pharmacia Biotech) de acordo com o protocolo
proposto pelo fabricante e quantificados em gel de agarose 1% contendo 0,05% de
brometo de etidio em volume final de 30 ml para cuba pequena.

Como padrio utilizou-se solugdes contendo 250 ou 500 ng de DNA. Os DNAs
diluidos 1:10 foram misturados ao tampao de amostra em propor¢ao 1:6, aplicados no
gel e submetidos a eletroforese a 80 V em tampao TAE.

Para o sequenciamento, diluicdes dos DNAs foram realizadas de forma a obter

aproximadamente entre 250 e 300 ng/ul de DNA.
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Esta etapa foi realizada no laboratério NAGE (Nucleo de Andlise do Genoma e

Expressdo Génica) localizado no departamento de Bioquimica da UFMG.

Utilizando-se placas Skirted (96 PCR, Bioscienses), foram adicionados a cada
reacdo: 300 ng do DNA molde a ser seqiienciado, 10 pmoles do primer M13 foward
M13 (5" CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3°) ou reverse (5 TCA CAC
AGG AAA CAG CTA TGA 37), 4.0 ul de ET kit (DYEnamic ET DYE terminator Kit,
A. Bioscienses) e dgua Milli-Q estéril para volume final de 10 pl.

A reacdo de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) foi realizada em

termociclador MASTERCYCLE Gradient Eppendorf conforme descrito a seguir:

Passo Temperatura Tempo
1 95°C 20 segundos
2 50°C 15 segundos
3 60 °C 80 segundos
4 Repeticao do ciclo por 29 vezes a partir do passo 1

Quadro 8 - Programa utilizado na PCR para o sequenciamento
de cDNA

Ap6s a PCR, o DNA amplificado foi precipitado adicionando-se 1 pul de acetato
de amonio e 30 ul de etanol 96% a cada um dos pocgos. As placas foram, entdo,
submetidas ao vortex, incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz.

Apbs a incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 min a 3500 rpm e o
sobrenadante descartado. A cada um dos pogos foram adicionados 100 ul de etanol
70%, sendo o sobrenadante descartado apds a placa ser novamente centrifugada por 10
min a 3500 rpm. Apds 20 minutos de repouso, o contetido dos pocos foi ressuspendido
em 10 pl de Loading buffer (MegaBACE LPA Buffer, Pharmacia Biotech) e levado ao

seqiienciamento no aparelho Mega-Bace 1000 (Pharmacia Biotech).
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3.11.5 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DOS CDNAS

Ap6s a obtencdo dos dados dos sequenciamentos, as sequéncias foram
analisadas utilizando-se o programa BioEdit, BLASTn e BLASTp disponiveis nos sites:
www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html e http//:www.ncbi.nlm.nih.gov.,
respectivamente.

Os contigs foram obtidos através do programa Cap (Assemblage de séquences a
Infobiogen) disponivel em www.infobiogen.fr/services/analyseq.

Outras andlises como a verificacdo de janelas abertas de leitura ou predi¢iao de
massa molecular e ponto isoelétrico foram feitas através dos programas Expasy e ORFs
Finder encontrados nos enderecos: www.bo.expasy.org/tools/pi.tool.html e
www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html, respectivamente.

Para a predi¢do dos peptideos sinais foram utilizados dois algoritmos: SignalP
3.0 e Polyphobius disponiveis nos enderecos: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ e
http://phobius.cgb.ki.se/poly.html, respectivamente.

Os sitios de modificacdo pds-traducionais, como sitios de fosforilacdo e
glicosilagao foram preditos utilizando-se os programas NetPhos 2.0 e NetN- ou NetO-
Glyc presentes no site: http://www.cbs.dtu.dk/services/.

Os outros sitios de mofidicacdo pds-traducionais como N-miristoilacdo,
sulfatacao de tirosina, por exemplo, foram estimados pelo programa ProSite disponivel
no endereco www.expasy.org/cgi-bin/prosite.

Os alinhamentos e o histograma foram obtidos através do programa ClustalW

presente no site: www.bo.expasy.org.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

As duas selecdes realizadas para obtencao dos clones possibilitaram a escolha de
13 anticorpos monoclonais anti veneno de L. intermedia. A grande maioria deles
apresentou caracteristicas em comum ao reconhecerem a proteina dermonecrética com
massa em torno de 30 a 35 kDa. As excegdes ocorreram com o LimAb 1 que reagiu
exclusivamente com proteinas de baixa massa molecular e com o LimAb 12 que
reconheceu, além da proteina dermonecrdtica, proteinas com massa inferior a ela, como

mostrado na figura 9.
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Figura 9 - Caracterizacido dos anticorpos monoclonais anti
veneno de L. intermedia. Através da técnica de Western Blotting
avaliou-se a reatividade do veneno de L. intermedia frente ao
sobrenadante celular de hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais (1-13), ao soro policlonal de coelho 1:500 (I), ao soro
policlonal de camundongo anti veneno total 1:500 (II) e, como
controle negativo, ao soro pré-imune de camundongo (1:500).

4.1.1 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DO LIMAB7
Dos treze anticorpos monoclonais anti a peconha de L. intermedia, optou-se

dar seguimento ao estudo daquele que, por ELISA, mostrou maior reatividade com o

veneno bruto deste aracnideo assim como pela DNF e pela LiD1 (dados ndo mostrados).
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Estudos posteriores foram entdo realizados com o LimAb7 quanto a sua
capacidade de neutralizar, in vivo, a atividade dermonecrdtica do veneno de L.
intermedia, bem como de ser empregado em ensaios de imunodiagndstico. Os detalhes
sobre esta etapa do trabalho estdo descritos no artigo: Alvarenga et al., 2003, em anexo.

Na avaliacio do reconhecimento da proteina dermonecrética pelo LimAb7
verificou-se também a sua fraca reatividade cruzada com venenos de outras aranhas do
género Loxosceles (Fig. 10A) comprovada por ELISA (Alvarenga et al., 2003).

Venenos de outros artrépodes como os da aranha P. nigriventer e dos escorpides
T. serrulatus e T. bahiensis, do inseto A. meliferis e das serpentes Bothrops atrox, L.
muta muta e Crotalus terrificus nao foram reconhecidos pelo anticorpo neutralizante

LimAb7 (Fig. 10B).
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Figura 10 — Avaliacdo da reatividade do LimAb7 por Western Blotting A) frente ao
veneno total de L. intermedia: MM. Padrdo de massa molecular, 1. LimAb 7 (liquido
ascitico 1:100) e 2. anticorpo policlonal de coelho (soro 1:500). B) frente a diversos
venenos: 1. C. terrificus, 2. B. atrox, 3. A. meliferis, 4. P. nigriventer, 5. T. serrulatus, 6. T.
bahiensis, 7. L. muta muta, 8. L. laeta (do Peru), 9. L. laeta (do Brasil), 10. L. gaucho, 11. L.
intermedia e, como controle positivo: 12. veneno total de L. intermedia testado com
anticorpo policlonal de cavalo anti fracdo dermonecrética (5 pg/ml).
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4.2 PERFIL PROTEOMICO DO VENENO DE ARANHAS DO GENERO Loxosceles

O perfil eletroforético dos venenos de L. intermedia (Fig. 11), de L. laeta
origindrias do Brasil (Fig. 12) e do Peru (Fig. 13) e de L. gaucho (Fig. 14), foi analisado
utilizando-se, para a primeira dimensdo, o sistema IPG SDS-PAGE e, inicialmente,
strips de 7 cm para padroniza¢do da metodologia e, posteriormente, as de 18 cm sendo
ambas com pH variando entre 3—10 de forma nao linear. Para a segunda dimensao em
gel SDS-PAGE, estando a acrilamida em concentracdo de 12%, utilizou-se o padrao de
massa molecular entre 20 e 200 kDa.

Como mostrado neste estudo, muitas destas proteinas, com massa molecular
proxima a faixa de 30 a 35 kDa, podem ser encontradas nos quatro venenos brutos
analisados bidimensionalmente. Nesta faixa de massa molecular encontra-se a por¢ao
mais expressiva e imunogénica dos venenos, verificando-se que, cada uma das espécies,
apresenta diferentes propriedades bioquimicas quanto ao perfil isoelétrico.

Foi possivel verificar que as proteinas constituintes do veneno de L. intermedia
apresentam p/ mais basico (p/>7) em relacao aos pls dos venenos de L. laeta de origem
brasileira e peruana e ainda, existem diversas isoformas entre as massas moleculares de
24 a 20 kDa e outras de maior massa entre 66 e 97 kDa, a maioria com propriedades
anidnicas (Fig. 11).

Os dois venenos de L. laeta (Fig. 12 e 13) apresentam diferencas entre si mas
conservam o cardter mais neutro e uma maior riqueza de proteinas de alto e baixa massa
molecular.

O perfil eletroforético da peconha da aranha L. gaucho, dentre os quatro géis
analisados, € aquele, cujas proteinas apresentam uma diversidade maior de p/ fazendo
com que haja uma distribuicdo mais significativa das mesmas ao longo do eixo dcido-
base (Fig. 14).

Os venenos correspondentes as espécies L. intermedia e L. laeta apresentam
ainda, em comum, proteinas de cardater bdsico com dificil resolu¢io no gel

bidimensional.
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Figura 11 —Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. intermedia. Gel bidimensional
SDS/PAGE 12%, utilizando-se strip de 18 cm pH 3-10 ndo linear, de 100 ug de
veneno de L. intermedia corado com prata mostrando a presenca de proteinas de
alta, média e baixa massa molecular, sendo a fracdo dermonecrética (30 - 35kDa) a
mais expressiva e com propriedades, em sua maioria, basicas.
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Figura 12 - Gel IPG/SDS-PAGE do veneno de L. laeta (do Brasil). Gel
bidimensional SDS/PAGE 12%, utilizando-se strip de 18 cm pH 3-10 ndo
linear, de 100 ug de veneno bruto de L. laeta corado com prata, o qual
apresenta um cardter isoelétrico mais neutro além de um ndmero maior de
proteinas concentradas entre as massas moleculares de 29 e 36 kDa.
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Figura 13 - Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. laeta (do Peru). Gel
bidimensional SDS/PAGE 12%, utilizando-se strip de 18 cm pH 3-10 ndo
linear, de 100 pug de veneno de L. laeta de origem peruana corado com prata o
qual apresenta, assim como o veneno da espécie brasileira, um cariter
isoelétrico tendendo a neutralidade.
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Figura 14 - Gel IPG/SDS PAGE do veneno de L. gaucho. Gel bidimensional
SDS/PAGE 12%, utilizando-se strip de 18 cm pH 3-10 ndo linear, de 100 pg
do veneno bruto de L. gaucho corado pela prata o qual, ao contrdrio das
demais, apresenta intimeras proteinas distribuidas ao longo do eixo dcido-base,
porém, concentradas entre as massas de 29 e 36 kDa.
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4.3 REATIVIDADE DO LimAb7 FRENTE AO VENENO DE L. intermedia EM GEL 2D

Para se verificar o perfil de reconhecimento das proteinas da fracao
dermonecrdtica pelos outros anticorpos monoclonais, com exce¢cdo do LimAb7 e
LimAbl, um pool destes anticorpos, em concentracao de 10 pg/ml, foi incubada com a
membrana de nitrocelulose apds eletrotransferéncia do gel 2D do veneno bruto de L.
intermedia.

Como mostrado na figura 15, o pool de LimAb identifica vérias proteinas da
fracdo dermonecrética, porém o perfil de reconhecimento é diferente daquele obtido
com o LimAb7 (Fig. 16), com excecdo das proteinas localizadas na parte mais bésica do
gel, cuja resolucao foi prejudicada pela deficiéncia da metodologia.

Através da metodologia de Western Blotting foi possivel verificar que o
LimAb7 identifica diferentes isoformas ao longo do eixo &4cido-base, havendo um

reconhecimento de proteinas com, no minimo, quatro massas moleculares diferentes.
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Figura 15 — Reatividade das proteinas do veneno de L. intermedia frente ao
pool de anticorpos monoclonais. A deteccdo do complexo antigeno-anticorpo
foi feita utilizando-se conjugado anti camundongo 1:2000 e revelagdo por
quimiluminescéncia.

70



Resultados

29 : . i

pH 3 10

Figura 16 - Western Blotting das proteinas do veneno de L. intermedia
reconhecidas pelo LimAb7. A deteccdo foi realizada utilizando-se conjugado
anti camundongo 1:2000 e revelacio por quimioluminescéncia.

4.4 GEL BIDIMENSIONAL DAS PROTEINAS DO VENENO DE L. intermedia PURIFICADAS EM

COLUNA DE AFINIDADE

Com o objetivo de se obter somente proteinas, a partir do veneno bruto de L.
intermedia, que fossem reconhecidas pelo LimAb7, 2,0 mg da peconha foram eluidos
por uma coluna de afinidade tendo o anticorpo monoclonal imobilizado.

Cerca de 1,6 mg de proteina purificada foram recuperados e, destes, 200 pug
foram separados em um gel bidimensional utilizando-se strips nao lineares com pH
variando entre 3 e 10 (Fig. 15). De maneira semelhante, o veneno bruto de L. intermedia
foi separado eletroforeticamente, sendo ambos os géis corados com Azul de Coomassie.

O gel bidimensional das proteinas purificadas por coluna de afinidade revelou
que houve uma possivel adsor¢do de outras proteinas ou degrada¢do das mesmas tendo
em vista o grande nimero de proteinas presentes do veneno mostrado pelo gel corado
Azul de Coomassie. Outro dado interessante é que o resultado obtido com o Western
Blotting do gel 2D do veneno bruto de L. intermedia utilizando-se o LimAb7, ndo se
reproduz com as proteinas purificadas. Acredita-se que a elui¢do da coluna de afinidade

com pH dcido tenha infuenciado o cdrater bioquimico das proteinas.
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Figura 17 — Géis bidimensionais do veneno bruto de L. intermedia e das proteinas purificadas por
afinidade corados com Azul de Coomassie. Tanto para o primeiro gel (A), onde migraram proteinas
do veneno de L. intermedia purificadas por uma coluna de afinidade ao o LimAb7, quanto para o
segundo (B), foram utilizados 200 pg de proteina, porém em B foi utilizado o veneno loxoscélico

bruto.

4.5 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE L. intermedia PELO LIMAB7

Para se avaliar a capacidade do LimAb7 em inibir a hemdlise induzida pelo
veneno bruto da aranha L. intermedia, eritrocitos ORH+ foram tratados com esta
peconha previamente incubada com diferentes concentragdes do anticorpo monoclonal.
Como controle negativo foram utilizadas uma IgG irrelevante de camundongo, um soro
normal de cavalo e como controle positivo um antiveneno polivalente de cavalo
utilizado na terapéutica. Apds incubagdo com soro humano proveniente do mesmo
doador das hemécias, a absorbancia foi lida a 541 nm. A inibicdo total da hemdlise
(100%) foi obtida com a incubagdo do veneno com o0 antiveneno terapéutico.

Como mostrado na figura 18, o LimAb7 foi capaz de minimizar a hemdlise
induzida por 25 pug/ml de veneno, in vitro, em até 52, 2 +2,3%, 65,8% +0,7%, 79,2%
+0,3% e 84,7+0,7% utilizando-se 0.25, 0.5, 1.0 e 2.0 mg/ml de anticorpo monoclonal,
repectivamente, correspondendo a maxima concentracdo utilizada a razdo
veneno:anticorpo de 1:16 (mol/l). Os resultados revelam uma relacdo dose-dependente

nesta reducdo dos danos hemoliticos causados pelo veneno.
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Figura 18 - Percentagem da inibicAo da hemolise pelo LimAb7. Hemdicias humanas foram
incubadas com o veneno bruto de L. intermedia previamente incubado com LimAb7 (&), uma IgG
de camundongo irrelevante (M) ou com tampao (NA- nenhum anticorpo). A inibi¢éo total da lise
(100%) foi obtida com a pré-incubag@o com o antiveneno polivalente terapéutico (1:200).

4.6 INIBICAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DO VENENO DE L. intermedia PELO
LIMAB7

Avaliou-se a capacidade do LimAb7 em neutralizar a atividade
esfingomielindsica do veneno de L. intermedia utilizando-se um ensaio colorimétrico
(Gatt et al., 1978) com substrato comercial TNPAL sphingomyelin (Sigma). Verificou-
se que o LimAb7, na proporcao de 1:16 em relacdo ao veneno, é capaz de neutralizar
63,5 =+ 3,3 % a atividade enzimdtica enquanto o antiveneno, na dilui¢cdo 1:20,

neutralizou 66,7 *+ 3,8%.
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Figura 19 - Percentagem de neutralizacio da atividade esfingomielinasica pelo LimAb7. O
substrato TNPAL-sphingomylin foi adicionado ao veneno bruto de L. intermedia previamente
incubado somente com tampao, com LimAb7 na razdo 1:16 (mol/l) (&) e com antiveneno CPPI (H)

na diluicdo 1:2 (v/v). Um anticorpo monoclonal irrelevante na razao 1:16 foi usado como controle.
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4.7 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS PELO METODO DE SPOT SYNTHESIS

Com o objetivo de identificar os epitopos reconhecidos pelo anticorpo
monoclonal neutralizante do veneno da aranha L. intermedia, peptideos de 25 e 15
aminodcidos correspondentes a seqiiéncia da proteina LiD1 (Kalapothakis et al., 2002)
foram sintetizados linearmente sobre duas distintas membranas de celulose. Estas
membranas foram testadas com o LimAb7 e ndo houve reatividade dos spots (Fig. 20).

O soro policlonal de cavalo foi capaz de reconhecer vérias seqiiéncias diferentes
da proteina LiD1 (Fig. 20A I e II). Esta proteina apresenta sua por¢do N-terminal
altamente antigénica assim como um pequena seqiiéncia da regido C-terminal como
mostrado na andlise da membrana constituida por peptideos sintéticos de 15

aminoécidos sobrepostos (20A - II) representada na figura 21.
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Figura 20. Reatividade da seqiiéncia linear da LiD1 frente aos anticorpos poli e monoclonal.
Membrana de celulose constituida por spots correspondentes a peptideos lineares derivados da seqiiéncia
de aminodcidos de uma das proteinas da fracdo dermonecrética (DNF) do veneno de L. intermedia
(LiD1). As seqiiéncias de 25 (I) e de 15 residuos (II) foram testadas quanto a reatividade com um soro
policlonal de cavalo anti DNF em dilui¢do 1:3.000 (A) e com 10 pug/ml de LimAb7 (B). Spots
imunorreativos aparecem como pontos azuis.

Como caracteristica destes epitopos, foi notdvel a presenca de residuos
aparentemente importantes a formagdo do complexo antigeno-anticorpo (em negrito na
figura 21). Nestas regides imunorreativas hd aminodcidos caracteristicos em comum,
como, por exemplo, asparagina (N) ou com perfis aroméaticos como fenilalanina (F) e

tirosina (Y) ou 4dcidas como dcido aspartico (D).
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Seqiiéncia

AGNRRPIWIMGHMVN
RRPIWIMGHMVNAIG
IWIMGHMVNAIGQID
MGHMVNAIGQIDEFV
MVNAIGQIDEFVNLG
AIGQIDEFVNLGANS
QIDEFVNLGANSIET
EFVNLGANSIETDVS
NLGANSIETDVSFDD
ANSIETDVSFDDNAN
IETDVSFDDNANPEY
DVSFDDNANPEYTYH
FDDNANPEYTYHGIP
NANPEYTYHGIPCDC
PEYTYHGIPCDCGRN
TYHGIPCDCGRNCKK
GIPCDCGRNCKKYEN
CDCGRNCKKYENEND
GRNCKKYENENDFLK
CKKYENENDFLKGLR
YENFNDFLKGLRSAT
FNDFLKGLRSATTPG
FLKGLRSATTPGNSK
GLRSATTPGNSKYQE
SATTPGNSKYQEKLV
TPGNSKYQEKLVLVV
NSKYQEKLVLVVEDL
YQEKLVLVVEDLKTG
KLVLVVEFDLKTGSLY

LVVEFDLKTGSLYDNQ

Reatividade

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

Seqiiéncia

FDLKTGSLYDNQAND
KTGSLYDNQANDAGK
SLYDNQANDAGKKLA
DNQANDAGKKLAKNL
ANDAGKKLAKNLLQH
AGKKLAKNLLQHYWN
KLAKNLLQHYWNNGN
KNLLQHYWNNGNNGG
LOHYWNNGNNGGRAY
YWNNGNNGGRAYIVL
NGNNGGRAYIVLSIP
NGGRAYIVLSIPDLN
RAYIVLSIPDLNHYP
IVLSIPDLNHYPLIK
SIPDLNHYPLIKGFK
DLNHYPLIKGFKDQL
HYPLIKGFKDQLTKD
LIKGFKDQLTKDGHP
GFKDQLTKDGHPELM
DQLTKDGHPELMDRV
TKDGHPELMDRVGHD
GHPELMDRVGHDFSG
ELMDRVGHDF SGNDD
DRVGHDFSGNDDISD
GHDFSGNDDISDVGK
FSGNDDISDVGKAYK
NDDISDVGKAYKKAG
ISDVGKAYKKAGITG
VGKAYKKAGITGHIW

AYKKAGITGHIWQSD
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Seqiiéncia

KAGITGHIWQSDGIT
ITGHIWQSDGITNCL
HIWQSDGITNCLPRG
QSDGITNCLPRGLSR
GITNCLPRGLSRVNA
NCLPRGLSRVNAAVA
PRGLSRVNAAVANRD
LSRVNAAVANRDSAN
VNAAVANRDSANGEF I
AVANRDSANGE INKV
NRDSANGEF INKVYYW
SANGEF INKVYYWTVD
GFINKVYYWTVDKRS
NKVYYWTVDKRSTTR
YYWTVDKRSTTRDAL
TVDKRSTTRDALDAG
KRSTTRDALDAGVDG
TTRDALDAGVDGIMT
DALDAGVDGIMTNYP
DAGVDGIMTNYPDVI
VDGIMTNYPDVITDV
IMTNYPDVITDVLNE
NYPDVITDVLNEAAY
DVITDVLNEAAYKKK
TDVLNEAAYKKKFRV
LNEAAYKKKFRVATY
AAYKKKFRVATYDDN
KKKFRVATYDDNPWV
FRVATYDDNPWVTEK

ATYDDNPWVTEFKFKK

Reatividade

Figura 21. Avaliaciao da reatividade de peptideos lineares de 15 aminoacidos da proteina
LiD1 frente ao anticorpo policlonal de cavalo anti DNF. A antigenicidade das seqiiéncias

peptidicas foi avaliada indiretamente através da intensidade crescente de cor cujo resultado foi

obtido através do programa Scrimage. Em negrito estio evidenciados os peptideos que

apresentam residuos importantes

N

a formacdo do complexo antigeno-anticorpo, alguns

aminodcidos se repetem nestas regides imunorreativas como &dcido aspdértico (D) e asparagina

(N), assim como aqueles com caracteristicas aromadticas.

75



Resultados

4.8 IDENTIFICACAO DE EPITOPOS PELO METODO DE PHAGE DISPLAY

Como ndo houve reatividade do LimAb 7 com peptideos lineares
correspondentes a seqiiéncia da proteina LiD1, especulou-se a possibilidade de seu
epitopo ser descontinuo e que, portanto, poderia ser identificado pela técnica de Phage
display.

Para identificar os peptideos capazes de mimetizar sitios importantes das
proteinas do veneno da aranha L. intermedia, o anticorpo neutralizante foi empregado
como agente selecionador de uma biblioteca de fagos M13 que expressam em seu
capsideo, peptideos aleatdrios. Apds trés sele¢des, foi possivel constatar, por ELISA, a
evolucdo da reatividade das particulas virais frente ao LimAb7 em relacdo a cada um

dos pannings (Fig.22).

Figura 22 — Evolucao da afinidade dos fagos ao LimAb7 nos pannings
I, IT e III avaliada por ELISA. Placa sensibilizada com 0.5 pg/ml de
LimAb7 e incubada com uma dilui¢io seriada dos fagos selecionados (10"
a 10%. Como controle do ELISA utilizaram-se 10'° fagos silvestres e
venenos de L. muta muta e L. intermedia em concentragdo de 10 pug/ml.

O fago silvestre foi utilizado como controle negativo na avaliacdo dos pannings,
e os venenos de L. muta muta e de L. intermedia foram utilizados como controles
negativo e positivo internos do ELISA, respectivamente. As diferencas entre os ciclos
de biosselecdo podem ser melhor avaliadas levando-se em conta os valores de

absorbancia ilustrados na figura 23.
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Figura 23 - Evolucao dos clones ciclo apds ciclo de selecao (PI, PII e PIII). Os fagos
foram diluidos (10" a 10%poco) e incubados em uma placa sensibilizada com 5 pg/ml de
LimAb7. Os fagos foram detectados com anticorpo anti M13. Um fago irrelevante foi usado
como controle negativo (C-).

Das quatro bibliotecas utilizadas, duas delas foram positivas. Uma destas
bibliotecas continha fagos expressando peptideos de 17-mer (XgCXsg) contendo uma
Unica cisteina enquanto a segunda, peptideos de 12-mer (XCX3CX) com duas cisteinas
capazes de formar pontes dissulfeto.

No primeiro ELISA em que foi utilizado o LimAb7 como anticorpo de captura,
94 clones foram positivos, 17 (18,08%) nao apresentaram reatividade e, dentre os
reativos nao houve nenhum clone cuja leitura se sobressaisse aos demais dificultando,
assim, a selecdo. Dessa forma, um novo ELISA sanduiche, desta vez utilizando-se como
anticorpo de captura uma IgG de coelho anti-M13, foi empregado de forma a obter
clones que demonstrassem uma afinidade maior ao LimAb7 quando comparados aos
demais.

Desta vez, dos clones testados, os 17 ndo reativos continuaram negativos
enquanto somente 36 (38,3%) mostraram-se positivos. A seqiiéncia nucleotidica dos 15
clones mais reativos foi determinada e traduzida para a seqiiéncia de aminoacidos
correspondente (Tabela 2). Uma interessante observacdo foi a de que todas as
seqiiéncias peptidicas selecionadas pelo LimAb7 apresentaram dois residuos de cisteina.

Nao foi verificada uma homologia entre a seqiiéncia linear de aminodcidos dos
peptideos e a seqiiéncia primdria da proteina LiD1. O alinhamento das seqiiéncias
encontradas revelou residuos consensuais entre elas como a presenga de duas cisteinas
separadas por 7 ou 8 residuos, particularmente observada pelo mimotopo derivado de
uma biblioteca de 17 residuos com apenas uma cisteina invaridvel. Os peptideos
selecionados apresentaram caracteristicas peculiares como a hidrofilia dos residuos N-
terminais e a aromaticidade (W, F, Y) dos residuos C-terminais. A propor¢ao entre os

aminodcidos polares com e sem carga parece ter alguma relacdo com a imunogenicidade
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em relacdo ao LimAb7 (Tabela 1). Além do mais, a maioria dos clones tem um 4cido

glutamico (D) em posi¢do centralizada nas seqii€ncias.

Proporcio entre AA polares

Spot Seqiiéncia Frequéncia
sem carga/com carga
ODEERVSSCPKVAWTEC 1.75 6
I NCNKNDH LFACW 3 5
1T ECTOKYDWLECM 2.5 1
1 ECKSDWMPPYCP 2 3

Tabela 2. Seqiiéncias de aminoacidos dos clones isolados apés selecio a partir da biblioteca de
fagos M13. Seqiiéncias de aminodacidos isolados de bibliotecas de 17 e 12-mer apds trés selegdes com
LimAb7. Residuos em consenso estao marcados em cinza. Residuos polares estdo sublinhados, destes, os
sem e com carga estdo em itdlico ou em negrito, respectivamente. A freqii€ncia indica o nimero de vezes
que cada seqiiéncia foi independentemente isolada.

4.9 SINTESE DE PEPTIDEOS SOLUVEIS

O peptideo “QDEER VSSCPKV A WTFC” selecionado pelo LimAb7
pela técnica de phage display foi sintetizado com a seqiiéncia adicional “C A G” em sua
por¢cdo C-terminal para facilitar o acoplamento com carreadores como KLH e/ou BSA,
essenciais para uma imunizacao efetiva.

De forma a diminuir possiveis reagdes cruzadas devido a presenca das duas
cisteinas, as mesmas foram substituidas por serinas durante a sintese. O peptideo
sintetizado, portanto, foi construido a partir da seguinte seqiiéncia: “Q DEERV S S S
PKVAWTFS A GC”. Confirmando as suspeitas, ndo houve reatividade do LiMab7
frente ao peptideo sintético ao serem utilizadas as técnicas de Dot Blot e de ELISA

(dados ndo mostrados).

4.10 REATIVIDADE DO LIMAB7 FRENTE AOS PEPTIDEOS CICLICOS

Com base nos fatos descritos, os peptideos de 12 residuos, obtidos a partir da
selecdo por phage display, foram sintetizados sobre uma membrana de celulose com a
formacao de pontes dissulfeto.

Os peptideos ciclicos foram testados quanto a reatividade com o LimAb7
utilizando-se anticorpos policlonais especificos para IgG de camundongo conjugado a

peroxidase e a revelacdo por quimioluminescéncia. Das trés quadruplicatas referentes
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aos peptideos selecionados, somente aquele correspondente a seqiiéncia “N C N K N D

HLF A C W” mostrou-se reativo como ilustrado abaixo:

I 1T 11
LR

Figura 24. Reatividade dos peptideos ciclicos, sintetizados sobre membrana de Spot,
frente ao LiMab7. Peptideos foram sinterizados sobre membranas de celulose utilizado-se a
técnica de Spot synthesis. Os peptideos reativos ao anticorpo monoclonal aparecem como
pontos escuros sobre a membrana em quadruplicatas: I (NCNKNDHLFACW), II
(ECTQKYDWLFCM) e III (ECKSDWMPPYCP).

4.10.1 REDUCAO E ALQUILACAO DOS PEPTIDEOS CICLICOS

O anticorpo monoclonal nido reconheceu nenhum spot quando testado sobre
peptideos sintéticos baseados na seqiiéncia linear da LiD1 (Fig. 20B). Por outro lado, o
LimAb7 reagiu eficientemente com um deles, quando o mesmo fora sintetizado
ciclicamente, ou seja, com a formacao de uma ponte dissulfeto sobre uma membrana de
Spot (Fig. 24).

Utilizando-se a técnica de Dot Blot, avaliou-se a possibilidade deste
reconhecimento estar realmente relacionado a presenca da ponte dissulfeto. Sendo
assim, o fago que expressava o peptideo “N C N KN D HL F A C W” foi reduzido,
alquilado e testado com o LimAb7 e, como resultado obteve-se significante redugao da
reatividade deste peptideo (Fig. 25).

Corroborando os resultados anteriores, estes dados sugerem que uma ponte
dissulfeto intramolecular contribui com a conformag¢do do mimotopo reconhecido pelo
LimAb7 porém, as cisteinas ndo parecem ser fundamentais uma vez que nenhuma
reatividade foi detectada quando o peptideo ciclico irrelevante “TC AR QDPAGNC
S” foi testado com LimAb7 nas mesmas condi¢des que os demais (Fig. 25).

Estes detalhes nos revelam a importancia de alguns residuos em posi¢oes
estratégicas que permitam a mimetizacdo e, portanto, o reconhecimento do peptideo

pelo anticorpo monoclonal.
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Fago Fago Fago Fago
irrelevante silvestre irrelevante silvestre

Figura 25. Efeito da reducao e alquilacio do mimotopo no reconhecimento pelo
LimAb7. Em um ensaio de Dot Blot, ambas membranas: com peptideo ciclico “N C N
KNDHLFACW”(A) oureduzido e alquilado (B) foram testados com LimAb7.
Nenhuma reatividade foi detectada com os peptideos expressos na proteina pVIII do
fago irrelevante “TC AR QD P A G N C S”) ou do silvestre.

4.11 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS A PARTIR DA BIBLIOTECA DE CDNA L. intermedia

A varredura por immunoscreening das 32 sub-bibliotecas de cDNA da glandula
de veneno da aranha L. intermedia resultou em 42 fagos lambda positivos quanto a
reatividade ao LimAb7 dentre os pouco mais de 8.000 investigados na primeira selec¢ao.
Destes 42, somente 26 permaneceram positivos apds a segunda selecdo e apenas 18
reproduziram o resultado apds a terceira selecao.

Ap6s a PCR de coldnias, verificou-se que destes 18 clones, apenas 2 deles
apresentavam fragmentos amplificados com massa molecular entre os massas do padrao
correspondentes a 1.353 e 1.078 pares de base (pb), como mostrado na figura 26. Estes
fragmentos correspondem a soma do sitio multiplo de clonagem, contido entre os
promotores T3 e T7 (107 pb), com os insertos de cDNA da glandula de veneno da

aranha L. intermedia.

pb
1353

1.078
872

603

310
281

20 24 C-

Figura 26 — Perfil eletroforético dos fragmentos de cDNA amplificados
ao se utilizar os iniciadores T3 e T7. Bandas de maior massa representam
os fragmentos amplificados correspondentes ao inserto de cDNA da glandula
de veneno de L. intermedia entre os promotores T3 e T7.
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O seqiienciamento nucleotidico do cDNA correspondente aos clones 20 e 24
selecionados pelo LimAb7 possibilitou a identificacdo de duas seqiiéncias, sendo a
primeira com 1096 pb e a segunda, com 1000 pb. A andlise destas seqiiéncias através
de programas disponiveis na rede internacional de computadores revelou algumas
caracteristicas peculiares de cada uma das proteinas.

Ambas seqiiéncias apresentam janela aberta de leitura com inicio no cédon
iniciador ATG e término no cédon de finalizacao (stop c6don) TAA além de uma regiao
3’ ndo traduzida contendo um sinal de poliadenilacio AATAAA e cauda poli-A.

As janelas de leitura de ambos os clones correspondem a uma seqiiéncia
deduzida de 304 aminodcidos, porém, a regido 3’ ndo traduzida do clone 20 € mais
extensa que a do clone 24 (Fig. 28). Além disso, o clone 20 apresenta 21 pares de bases
entre o sinal de poliadenilacdo e a cauda poli-A enquanto o clone 24 possui apenas 9.

Comparando-se as duas seqii€ncias nucleotidicas relativas aos clones 20 e 24,
quanto ao grau de identidade da janela aberta de leitura verificou-se uma igualdade
correspondente a 98%.

Estudo semelhante foi realizado comparando-se ambas as seqiiéncias
nucleotidicas com aquelas existentes no banco de dados BLAST. Levou-se em
consideracdo somente aquelas com homologia acima de 80% e, como resultado, obteve-
se, para ambas proteinas, 85% e 83% de identidade com a seqiiéncias de proteinas
semelhantes a SmaseD correspondentes ao cDNA de L. boneti Smase-like 3 (Genebank
AY559845) e de L. laeta Smase-like H10 (Genebank, AY093601), respectivamente
(Tabela 3).

% Identidade da seqiiéncia nucleotidica cDNA 24 L. boneti 3* L. laeta H10

cDNA 20 98,1% 85,5% 83,1%
cDNA 24 85,9% 83,4%
L. boneti 3 81,5%

*Seqiiéncia de cDNA incompleta

Tabela 3 - Comparacio entre as seqiiéncias nucleotidicas dos ¢cDNA dos
clones 20 e 24 com as seqiiéncias de L. boneti 3 e L. laeta H10.

O alto grau de conservacdo de bases nucleotidicas de algumas regides pode ser

visto pelo perfil do histograma (Fig. 27).
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Figura 27 — Histograma correspondente ao alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas de proteinas do género Loxosceles com identidade acima de 85%. As
seqiiéncias do clone 20 e clone 24 sdo comparadas aquelas encontradas no veneno de L. boneti cDNA 3 (Genebank AY559845) e L. laeta H10 (Genebank
AY093600). O grau de conservacio entre as sequéncias esta representada pelo histograma.
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4.11.1 CARACTERIZACAO DAS SEQUENCIAS PROTEICAS DEDUZIDAS UTILIZANDO-SE

ALGORITMOS

4.11.1.1 Peptideo sinal e a proteina madura

Ambas as seqii€ncias protéicas deduzidas a partir do seqiienciamento do inserto
de cDNA foram sumetidas a andlise, através de algoritmos, de peptideos sinais. Para
tanto, foram utilizados dois programas: SignalP 3.0 e Polyphobius disponiveis nos
enderecos: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ e http://phobius.cgb.ki.se/poly.html,
respectivamente. Para a predicdo do peptideo sinal foram utilizados os resultados
obtidos com Neural Networks (NN) e Hidden Markov Models (HMM) ambos utilizados
para sistemas eucariotos.

Esses algoritmos levam em conta a presencga de trés dominios caracteristicos do
peptideo sinal: uma regido amino terminal carregada positivamente (N region), outra
nao polar e hidrofébica (H region) e uma tdltima regido de clivagem polar (C region). As
seqiiéncias de aminodcidos destas regides nao sdo obrigatoriamente conservadas, ao
contrério do que acontece com as propriedades fisico-quimicas dos mesmos.

Através desses programas foi possivel estimar os sitios de clivagem. Para tanto
foram utilizados trés algoritmos sendo que um deles, Signal P-NN, acusou a presenca de
um propeptideo composto por cinco ou oito aminodcidos como mostrado na figura 28 e
com maiores detalhes nos apéndices I a IV.

Foi possivel propor que a regido do peptideo sinal € constituida por 21
aminodcidos incluindo-se aqueles que compdem o provavel propeptideo (Fig. 28). Com
estes dados, verificou-se que a proteina madura de ambas as isoformas € constituida por
283 aminodcidos.

Devido as pequenas diferencas existentes entre as proteinas maduras, aquela
referente ao clone 20 apresenta o massa molecular e p/ tedricos de 32.036,18 Da e 6.36,
respectivamente. Apesar de haver 98% de identidade entre os cDNAs de ambos os
clones, calcula-se que a proteina madura correspondente ao clone 24 tenha massa

molecular de 32.180,31 kDa e p/ de 5.94.
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1 10 20 30 40 50 60 70
ggcacgagtcacc ATG TTG CTC CCC GCT GTC ATA TCC TTT ACC GTA TAT GCT GIC TTC CTC CAG GAA GCT
Met Leu Leu Pro Ala Val Ile Ser Phe Thr Val Tyr Ala Val Phe Leu Gln Glu Ala

M L L P A v I S F T v Y A v F L | Q E A
-21 -15 -10 -8 I-5

80 90 100 110 120 130
AAT GGGJCAT GCT GCA GAA AGG GCT GAC AGC CGG AAG CCA ATT TGG GAT ATA GCG CAC ATG GTA AAC GAT
Asn GlyfHis Ala Ala Glu Arg Ala Asp Ser Arg Lys Pro Ile Trp Asp Ile Ala His Met Val Asn Asp

N G H A A E R A D S R K P I W D I A H M v N D
-1 1 5 10 15 20

140 150 160 170 180 190 200
CTT GGG CTG GTG GAC GAA TAT TTA GGT GAT GGC GCG AAC GGC CTIT GAG TTA GAC GTA GCT TTT ACA GCT
Leu Gly Leu Val Asp Glu Tyr Leu Gly Asp Gly Ala Asn Gly Leu Glu Leu Asp Val Ala Phe Thr Ala
L G L \Y% D E Y L G D G A N G L E L D \Y% A I T A
25 30 35 40
210 220 230 240 250 260 270
GAT GGG ACT GCT GAT AAG ATG TAT CAC GGA GTA CCA TGT GAC TGT TTC AGA AGC TGT ACG CGA ACA GAG
Asp Gly Thr Ala Asp Lys Met Tyr His Gly Val Pro Cys Asp Cys Phe Arg Ser Cys Thr Arg Thr Glu

D G T A D K M Y H G v P C D C F R S C T R T E
45 50 55 60 65

280 290 300 310 320 330 340

GGA TTC ACC AAG TAC ATG GAC TAT ATA CGT CAA CTA ACG ACA CCA GGC AAC AGC AAG TTC AAA AGT CAA

Gly Phe Thr Lys Tyr Met Asp Tyr Ile Arg Gln Leu Thr Thr Pro Gly Asn Ser Lys Phe Lys Ser Gln
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CTT ATA TTG TTA ATA ATG GAC CTG AAA CTG AAT GGC ATC GAA CCG AAT GTT GCG TAT GCG GCA GGA AAA
Leu Ile Leu Leu Ile Met Asp Leu Lys Leu Asn Gly Ile Glu Pro Asn Val Ala Tyr Ala Ala Gly Lys
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AGC GTT GCG GAG AAA CTT TTG AGC GGC TAC TGG CAG AAC GGA AAA AGT GGA GCT AGG GCA TAT ATA GTA
Ser Val Ala Glu Lys Leu Leu Ser Gly Tyr Trp Gln Asn Gly Lys Ser Gly Ala Arg Ala Tyr Ile Val
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Figura 28 - Seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos da proteina relativa aos clones 20 (A) e 24(B). As regides
codificadoras estdo representadas por letras maitisculas e as ndo traduzidas por letras mindsculas. Os provdveis
peptideos sinais estdo em negrito e as supostas proteinas maduras estdo evidenciadas em cinza. As regides de
clivagem estimadas por algoritmos estdo simbolizadas por tracos vermelhos e os sinais de poliadenilacdo, assim
como as cadeias poli-A, estdo em itdlico. Os propeptideos estimados pelo Signal P 3.0 - NN estdo sublinhados.
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4.11.1.2 Sitios de Glicosilacao

Glicosilagao ¢ uma importante modificacdo pds-traducional capaz de influenciar
o enovelamento, o trafico, a solubilidade, antigenicidade e a atividade bioldgica das
proteinas, bem como as interacdes célula-célula.

Tendo como base os achados de Veiga et al.(1999) sobre a influéncia da
glicosilagcdo na atividade dos componentes do veneno de L. intermedia, investigou-se a
presenca de sitios de N- e O-glicosilac@o utilizando-se programas disponiveis no site:
http://www.cbs.dtu.dk/services. A predi¢do destes sitios indicou auséncia de potenciais
sitios de O-glicosilacdo nas proteinas relativas aos clones 20 e 24. Por outro lado, ha
indicacdo de possiveis sitios de N-glicosilacdo, porém os algoritmos determinam uma
baixa probabilidade devido aos baixos escores (Apéndice V).

Apesar de haver grande homologia entre as seqii€éncias polipeptidicas dos clones
20 e 24, os mesmos divergem no aminoacido 146, onde se tem uma asparagina (N)

substituida por um dcido aspartico (D).

1 HAAERADSRK PIWDIAHMVN DLGLVDEYLG DGANGLELDV AFTADGTADK MYHGVPCDCFEF RSCTRTEGFET
71 KYMDYIRQLT TPGNSKFKSQ LILLIMDLKL NGIEPNVAYA AGKSVAEKLL SGYWQNGKSG ARAYIVLSLE
141 TITRPNFISG FRDAIKASGH EELFEKIGWD FSGNEDLGEI RRVYQKYGIE DHIWQGDGIT NCLPRGDYRL

201 TEAMKKKNDP NYKYTLKVYT WSIDKESSIR NALRLGVDAV MTNYPARVKS ILRESEFSGT HRMATYDDNP WQK A

1 HAAERADSRK PIWDIAHMVN DLELVDEYLG DGANGLELDV AFTDDGTADK MYHGVPCDCFEF RSCKRTEGFET
71 KYMDYIRQLT TPGNSKFKSQ LILLIMDLKL NGIEPNVAYA AGKSVAEKLL SGYWQNGKSG ARAYIVLSLE
141 TITRPDFISG FRDAIKASGH EELFEKIGWD FSGNEDLGEI RRVYQKYGIE DHIWQGDGIT NCLPRGDYRL

201 TEAMKKKNDP NYKYTLKVYT WSIDKESSIR NALRLGVDAV MTNYPARVKS ILRESEFSGT HRMATYDDNP WQK B

Figura 29 — Possiveis sitios de N-glicosilacdo das proteinas relativas aos clones 20 (A) e 24(B). As
asparaginas em vermelho sdo aquelas com escores superiores ao limiar dos algoritmos. O aminodcido
localizado na posicdo 146 da proteina do clone 20, uma asparagina (Ni4), € substitituida por um 4cido
aspartico (Dy46) no clone 24 havendo, dessa forma, a diferenca de um estimado sitio de N-glicosilacdo.

4.11.1.3 Sitios de Fosforilacao

Os possiveis sitios de fosforilagdo foram estimados através do programa

NetPhos 2.0 Server disponivel em: http://www.cbs.dtu.dk/services/.

Esses potenciais sitios estdo concentrados principalmente na regido C-terminal.
como pode ser verificado no apéndice VI.
Estima-se que a Tes encontra-se possivelmente fosforilada na proteina referente

ao clone 20, nao ocorrendo o mesmo no clone 24. O inverso ocorre com a Sg; presente
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na proteina relativa ao clone 24 possivelmente fosforilada, caracteristica que ndo se

repete na proteina do clone 20 (Fig. 30).

1 HAAERADSRK PIWDIAHMVN DLGLVDEYLG DGANGLELDV AFTADGTADK MYHGVPCDCF RSCERTEGFT
71  KYMDYIRQLT TPGNSKFKSQ LILLIMDLKL NGIEPNVAYA AGKSVAEKLL SGYWQNGKSG ARAYIVLSLE
141 TITRPNFISG FRDAIKASGH EELFEKIGWD FSGNEDLGEI RRVYQKYGIE DHIWQGDGIT NCLPRGDYRL
211 TEAMKKKNDP NYKYTLKVYT WSIDKESSIR NALRLGVDAV MTNYPARVKS ILRESEFSGT HRMATYDDNP WQK A

1 HAAERADSRK PIWDIAHMVN DLELVDEYLG DGANGLELDV AFTDDGTADK MYHGVPCDCF RSCERTEGFT
71 KYMDYIRQLT TPGNSKFKSQ LILLIMDLKL NGIEPNVAYA AGKSVAEKLL SGYWQNGKSG ARAYIVLSLE
141 TITRPNFISG FRDAIKASGH EELFEKIGWD FSGNEDLGEI RRVYQKYGIE DHIWQGDGIT NCLPRGDYRL
211 TEAMKKKNDP NYKYTLKVYT WSIDKESSIR NALRLGVDAV MTNYPARVKS ILRESEFSGT HRMATYDDNP WQK B

Figura 30 — Possiveis sitios de fosforilacdo das proteinas relativas aos clones 20 (A) e 24 (B). Dentre os
possiveis residuos fosforilados (em vermelho), dois residuos diferem quanto a esta probabilidade, sdo eles
T3 e Sgp, evidenciados em negrito.

4.11.1.4 Outros sitios de modifica¢io pos-traducionais

A andlise das seqiiéncias de aminodcidos da proteina madura referente aos
clones 20 e 24 foram realizadas utilizando-se o programa ProSite disponivel no
endereco www.expasy.org/cgi-bin/prosite.

Esta andlise revelou, em ambas as proteinas, a existéncia de sitios de
fosforilagdo pela proteina quinase C (PKC), pela caseina quinase II (CK2) e pela
tirosina quinase (TYR) além de sitios de N-miristoilagcdo e sulfacdo de tirosina.

Proteinas N-miristoiladas possuem uma glicina N-terminal ligada
covalentemente ao miristato, um 4cido graxo saturado de 14 carbonos. Estas proteinas
promovem uma irreversivel interacdo membrana-proteina e proteina-proteina (Farazi et
al., 2001).

As proteinas com tirosina sulfatada também participam desta interacdo causada,
muito provavelmente, pelo reconhecimento do grupamento sulfato. Algumas destas
proteinas sdao identificadas como moduladoras de adesdo leucocitdria inflamatdria
(Kehoe & Bertozzi, 2000).

Na Tabela 4 estdo descritos os sitios cataliticos estimados bem como a posi¢ao

dos aminoacidos que os compdem.
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Modificagdo por Clone 20 Clone 24
Sitio Catalitico Posicdo Sitio Catalitico Posicdo
ScK 62 -64
TIK 222 -227 TIK 222 -227
Fosforilagdo - PKC
SiR 238 — 240 SiR 238 — 240
ThR 270 -272 ThR 270-272
Sulfatac@o de Tirosina dlglvdeYlgdgang 21-35 dlelvdeYlgdgang 21-35
TrtE 64 - 67
SvaE 114-117 SvaE 114 -117
Fosforilagao — CK2
TrpD 143 - 146
SghE 158 — 161 SghE 158 — 161
SgnE 172 -175 SgnE 172 =175
TydD 275 -278 TydD 275-278
N-miristoilagdo GiepNV 102 — 107 GiepNV 102 - 107
GItnCL 198 - 203 GItnCL 198 - 203
Fosforilagao - TYR
KkknDpn.Y 215-222 KkknDpn.Y 215-222

Tabela 4 — Sitios de modificacdo pos-traducional das proteinas maduras relativas aos clones 20 e 24.

PKC - proteina cinase C; CK2 — caseina cinase II; TYR — tirosina cinase

4.11.1.5 Identificacdo de seqii€ncias protéicas similares

O alinhamento e a verificacdo de seqiiéncias de aminodcidos conservadas entre
proteinas sao bastante uteis no que diz respeito as informacdes sobre a fungdo das
mesmas. A andlise de similaridade das seqii€ncias de aminoacidos deduzidas a partir do
cDNA dos clones 20 e 24 foram realizadas utilizando-se o programa BLASTp.

As seqiiéncias de aminodcidos deduzidas dos cDNAs dos clones 20 e 24
mostraram grande similaridade com proteinas relacionadas a venenos de aranhas do
género Loxosceles variando de 41,4 a 92,3 % (Tabela 5) com escores excelentes que
variaram de 5e-62 a e-146 (Fig. 31).

Estas andlises também permitiram a identificacdo de outras proteinas com
baixos escores (E = 0,009 a 0,16) que apresentam um alinhamento de 12,5% com a
regido C-terminal (residuos 246 a 276) das seqii€éncias estudadas. Estas proteinas,
presentes em vdarios sistemas procariotos € eucariotos, sdo classificadas como

glicerofosforil-diéster-fosfodiesterases ou GDPD (pfam 03009).
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Alinhamentos:

gi1|49458048|gb|AAT66074.1] sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo...
gil27372520|gb|AAM21156.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc...
gil41019463|gb|AAP97091.2] sphingomyelinase Pl precursor [Loxosc...
gi|57792507 | gb|AAW56831.1] sphingomyelinase D precursor [Loxosce...
gi|33348850|gb|AAQ16123.1] dermonecrotic protein 1 [Loxosceles 1i...
gil41019465|gb|AAP97092.2] sphingomyelinase P2 precursor [Loxosc...
gi|62275780|gb|AAX78234.1| dermonecrotic protein [Loxosceles sim...
gi|49458050|gb|AAT66075.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce...
gi|56694551|gb|AAW22997.1] sphingomyelinase D-like protein 2 [Lo...
gi|49458046 |gb|AAT66073.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce...
gi|49458052|gb|AAT66076.1] sphingomyelinase D protein 2 [Loxosce...
gi|56694553|gb|AAW22998.1] sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo...
gi|41017948|sp|Q721Y7|SMAD_LOXAR Sphingomyelinase D precursor (S...
gil27372516|gb|AAM21154.1 | sphingomyelinase I [Loxosceles laetal...
gi|55775801 |gb|AAP44735.2] sphingomyelinase D dermonecrotic enzy...
gi|27372518|gb|AAM21155.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc...
gi|19713139|gb|AAL93990.1] Glycerophosphoryl diester phosphodies...
gi|34763559|ref|ZP_00144495.1| Glycerophosphoryl diester phospho...
gi|51328580|gb|AAH80230.1] Glycerophosphodiester phosphodiestera...
gi|6459876|gb|AAF11631.1] glycerophosphoryl diester phosphodiest...
gi|41406578|ref|NP_959414.1| hypothetical protein MAP0480 [Mycob...
gi|52142827|ref|YP_084004.1|] glycerophosphoryl diester phosphodi...
gi|47527959 |ref|YP_019308.1| glycerophosphoryl diester phosphodi...
gi]29896352|gb|AAP09632.1] Glycerophosphoryl diester phosphodies...
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Alinhamentos:

gi|49458048|gb|AAT66074.1] sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo...
gil|27372520|gb|AAM21156.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc...
gi|41019463|gb|AAP97091.2] sphingomyelinase Pl precursor [Loxosc...
gi|33348850|gb|AAQ16123.1] dermonecrotic protein 1 [Loxosceles 1i...
gil|57792507 | gb|AAW56831.1] sphingomyelinase D precursor [Loxosce...
gil41019465|gb|AAP97092.2] sphingomyelinase P2 precursor [Loxosc...
gi|62275780|gb|AAX78234.1] dermonecrotic protein [Loxosceles sim...
gi|56694551 |gb|AAW22997.1] sphingomyelinase D-like protein 2 [Lo...
gi|49458052|gb|AAT66076.1] sphingomyelinase D protein 2 [Loxosce...
gi|41017948|sp|Q721Y7|SMAD_LOXAR Sphingomyelinase D precursor (S...
gi|49458050|gb|AAT66075.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce...
gi|49458046|gb|AAT66073.1] sphingomyelinase D protein 1 [Loxosce...
gi|56694553|gb|AAW22998.1] sphingomyelinase D-like protein 3 [Lo...
gil27372516|gb|AAM21154.1 | sphingomyelinase I [Loxosceles laetal...
gi|55775801|gb|AAP44735.2] sphingomyelinase D dermonecrotic enzy...
gi|27372518|gb|AAM21155.1] sphingomyelinase-like protein [Loxosc...
gil31296498|gb|AAP46537.1] sphingomyelinase D-like protein [Loxo...
gil31296494|gb|AAP46535.1] sphingomyelinase D - like protein [Lo...
gil31296496|gb|AAP46536.1] sphingomyelinase D - like protein [Lo...
gi|19713139|gb|AAL93990.1] Glycerophosphoryl diester phosphodies...
gi|34763559|ref|ZP_00144495.1| Glycerophosphoryl diester phospho...
gi|51328580|gb|AAH80230.1] Glycerophosphodiester phosphodiestera...
gi|15023284|gb|ARK78410.1] Glycerophosphoryl diester phosphodies...
gi|47206474|emb|CAF91427.1| unnamed protein product [Tetraodon n...
gi|49477820|ref|YP_036772.1|] glycerophosphoryl diester phosphodi...
gi|52142827|ref|YP_084004.1| glycerophosphoryl diester phosphodi...
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Figura 31 - Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos gerado pelo progama PSI-BLAST para as
proteinas correspondentes ao cDNA 20 (A) e 24 (B). As reticéncias indicam a existéncia de outras

seqiiéncias alinhadas, porém com escores muito superiores aos mostrados.
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Este programa permitiu a identificacdo de vdrias proteinas homdlogas cujas
seqiiéncias foram alinhadas (Apéndice VII).

Utilizando-se o programa Clustal W foi possivel alinhar as seqiiéncias de
homdlogas permitindo assim a identificacdo de aminoédcidos ou seqii€ncias peptidicas
altamente conservadas entre as proteinas correspondentes a outras espécies de aranhas
do género Loxosceles.

Verifica-se, nitidamente, a conservacdo das cisteinas intra e interespécies dentre
as 15 seqiiéncias de aminodcidos referentes a estas proteinas, incluindo aquelas
referentes aos clones 20 e 24 da biblioteca de cDNA da glandula de L. intermedia
(Apéndice VI). A excecdo sdo duas proteinas componentes do veneno de L. laeta, sendo
uma delas classificada como uma esfingomielinase D (H17 AY093599) e a segunda,

aparentemente, sem atividade esfingomielindsica ou hemolitica (H13 AY093600).
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% ldentidade cDNA24 Lal La2 La3 Lbl Lb3 Li_LiD1 LiP1 LiP2 LIH10 LIH13 LIH17 Lr_prec L.l L.r2 LsD1
cDNA20 98,0 45,1 45,7 45,6 45,8 91,2 46,0 46,0 44,1 81,6 41,4 443 479 45,1 46,2 47,1
cDNA24 45,5 46,0 453 45,5 92,3 475 46,4 442 82,0 414 443 459 44,7 46,2 475
L.arizonica 1 94,0 90,5 86,7 454 79,9 80,9 79,8 442 58,2 59,1 87,5 87,8 86,8 80,9
L. arizonica 2 894 83,7 46,0 78,8 72,0 68,8 43,6 584 61,5 87,0 86,2 86,5 79,6
L.arizonica 3 90,3 46,2 82,0 74,5 72,8 43,1 56,3 58,8 82,6 89,2 87.4 83,5
L. boneti 1 46,5 82,7 91,6 82,6 46,4 58,2 574 87,5 91,4 87,5 83,0
L.boneti 3 474 48,2 47,6 78,8 41,4 444 484 454 47,6 47,8
L.intermedia_LiD1 99,0 88,7 45,2 59,5 59,3 83,3 84,1 85,2 99,6
L. intermedia P1 86,9 41,2 55,8 59,1 83,0 84,5 85,2 99,6
L. intermedia P2 39,9 55,6 58,8 85,2 83,0 87,6 90,0
L.laeta H10 40,9 444 45,7 453 45,6 45,1
L.laeta H13 81,3 614 60,0 45,6 59,8
L. laeta H17 60,0 60,2 59,9 59,6

L.reclusa_prec 90,0 99,3 85,9
L. reclusa 1 90,0 84,1
L reclusa 2 85,6

Tabela 5 — Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de aminoacidos correspondentes as proteinas maduras componentes dos venenos de
aranhas do género Loxosceles. L. arizonica - La (cDNA1 ( AF512953), ¢cDNA 2 (AY699703), cDNA 3 (AY699704); L. boneti - Lb (cDNA 1 ( AY559844),
cDNA 3 (AY559845); L. intermedia - Li (cDNA20, cDNA24, LiD1 (AY340702), P1 (AY304471) e P2 (AY304472); L. laeta — LI (H10 (AY093601), H13

(AY093600) e H17 (AY093599); L. reclusa — Lr (Lr_prec (AY862486), cDNA1 (AY559846), cDNA2 (AYS559847); L.similis — LsD1 (AY929305).
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4.11.1.6 Estudo de dominios conservados entre familias de proteinas

O algoritmo Blastp também indica quando a proteina analisada apresenta
algum dominio semelhante a algum outro caracteristico de familias de proteinas que
estdo depositadas no banco de dados mantidos pela comunidade cientifica.

O programa mostrou que a proteinas deduzidas a partir do cDNA dos clones 20
e 24 apresentam a regido C-terminal conservada entre si. Dessa forma, a seqiiéncia
alinhada a glicerofosforildiéster fosfodiesterase (GDPD), entre os aminodcidos 247 e
276, € igual para ambas, havendo pequena diferenca entre os escores, como mostrado na

figura abaixo:

Alinhamentos significativos:  Bits E
Clone 20 37.3 0.002
Clone 24 36.9 0.003

gnllCDDI26006 pfam03009, GDPD, Glycerophosphoryl diester phosphodiest...

Clone 20 ou 24: 247 LKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTNYP 276
Sbjct: 209 LKVHVWTVNNEDDMRRLLKLGVDGVITDRP 238

Figura 32 — Alinhamento de dominios conservados entre as proteinas deduzidas a partir dos
c¢DNAs dos clones 20 e 24 com proteinas da familia GDPD. Residuos evidenciados em
vermelho sdo idénticos e aqueles em azul apresentam alguma similaridade.

A familia GDPD ¢ constituida por proteinas que podem ser encontradas tanto
no citoplasma quanto no citossol de bactérias E. coli. Estas enzimas apresentam ampla
especificidade para substratos como glicerofosfodiésteres, glicerofosfocolinas,
glicerofosfoglicerol, entre outros, hidrolizando-os.

Através dessa mesma base de dados, verificou-se um escore um pouco melhor
(2e-05) para uma GDPD com 247 aminodcidos (Kasahara et al., 1989), denominada
UgpQ (COGO584), encontrada em cepas de E. coli K12 (Fig. 33). Houve um
alinhamento de 87,5 e 91,8% com as seqiiéncias relativas aos clones 20 e 24,
respectivamente.

A proteina deduzida a partir do clone 20 apresenta um dominio conservado
semelhante ao da UgpQ entre os residuos 32 e 264, enquanto aquela derivada do cDNA
24 apresentou maior identidade com a proteina em questdo, iniciando o alinhamento no

aminoacido 20.
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gnlICDDI10454 COG0584, UgpQ, Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [Energy production and conversion].
CD-Length = 257 residues, 87.2% aligned
Score = 44.0 bits (103), Expect = 2e-05

Clone20: 32 GANGLELDVAFTADGTADKMYHGVPCDCFRSCTRTEGFTKYMDYIRQLTTPGNSKFKSQL 91
Sbjct: 33 GADYIELDVQLTKDGVLVVIHDETL----DRTTNGLGTVRDLTLAELKRLDAGSFRIPTE 88
Clone20: 92 ILLI———————————— MDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWQNGKSGARAYIVLS 138
Sbjct: 89 GEEIPTLEELLEATGRKIGLYIEIKSPGFHPQEGKILAALLALLKRYGGTAADDRVILSS 148
Clone20: 139 LETITRPNFISGFRDAIKASGHEELFE--KIGWDEFSGNEDLGEIRRVYQKYGIEDHIWQG 196
Sbjct: 149 FD----HAALKRIKRLAPDLPLGLLLDATDQYDWMELPRALKEVALYADGVGPDWAM--- 201

Clone 20: 197 DGITNCLPRGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMINYPA 256

Sbjct: 202 @ —————-— LAELLTELVDDAHAAG——————— LKVHVWTVNEEDDIRLLLEAGVDGLITDEPD 248
Clone 20: 257 RVKSILRE 264 A
Sbijct: 249 LAVAFLNK 256

gnlICDDI10454 COG0584, UgpQ, Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase [Energy production and conversion].
CD-Length = 257 residues, 91.8% aligned
Score = 43.3 bits (101), Expect = 3e-05

Clone24: 20 NDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTDDGTADKMYHGVPCDCFRSCKRTEGFTKYMDYIRQL 79
Sbjct: 21 NTLAAFELAAEQGADYIELDVQLTKDGVLVVIHDETLDRTTNGLGTVRDLTLAELKRLDA 80
Clone24: 80 TTPGNSKFKSQLILL-———————— IMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWQNGKSG 130
Sbjct: 81 GSFRIPTFGEEIPTLEELLEATGRKIGLYIEIKSPGFHPQEGKILAALLALLKRYGGTAA 140
Clone24 : 131 ARAYIVLSLETITRPDFISGFRDAIKASGHEELFE--KIGWDFSGNEDLGEIRRVYQKYG 188
Sbjct: 141 DDRVILSSFD-—--HAALKRIKRLAPDLPLGLLLDATDQYDWMELPRALKEVALYADGVG 196
Clone24: 189 IEDHIWQGDGITNCLPRGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVD 248
Sbjct: 197 PDWAM————————— LAELLTELVDDAHAAG——————— LKVHVWTVNEEDDIRLLLEAGVD 240
Clone24: 249 AVMINYPARVKSILRE 264 I}
Sbjct: 241 GLITDFPDLAVAFLNK 256

Figura 33 - Alinhamento de dominios conservados entre as proteinas deduzidas a partir dos
cDNAs dos clones 20 (A) e 24 (B) com a proteina UgpQ da familia GDPD. Residuos evidenciados
em vermelho sdo idénticos e aqueles em azul apresenta alguma similaridade.

4.11.1.7 Estudos de homologia estrutural com a SmaseD de L. laeta

Ao se alinhar as seqiiéncias de aminodcidos da proteina madura relativa aos
clones 20 e 24 com a proteina derivada do cDNA H17 do veneno da aranha L. laeta
verificou-se uma identidade de 44,3% (Fig. 34) e uma significante similaridade (E=3e-
66). Além disso, ambas as proteinas mantém o padrdo de conservacdo de aminoacidos
envolvidos na catélise e na coordenacio do metal Mg (Murakami et al., 2005),
inclusive a posi¢ao das quatro cisteinas (Apéndice 1V).

A proteina recombinante relativa ao clone HI17 (Genebank AY093599),
denominada Smase I, teve sua estrutura molecular resolvida, recentemente, por

cristalografia (Murakami et al., 2005). Este trabalho demonstrou que a unidade
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fundamental desta proteina € formada por uma estrutura distorcida TIM Barrel

composta por 8 folhas 3 e 8 alfa hélices.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment
Smase I ~~  ————= ADNRRPIWNLAHMVNAVAQIPDFLDLGANALEADVTFKGS-VPTYTYHGTPCDFG 54
Clone24 HAAERADSRKPIWDIAHMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTDDGTADKMYHGVPCDCF 60
**‘*:***::***** : : ::*‘ ***‘** **:*“‘ .. ***‘***
Smase I RDCIRWEYEFNVFLKTLREYTTPGNAKYRDGFILFVLDLKTGSLSNDQVRPAGENVAKELL 114
Clone24 RSCKRTEGFTKYMDYIRQLTTPGNSKFKSQLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLL 120
* * x  x * T . :*: ***** * . T, ** I * k% e el : . ** ** **
Smase I ONYWNNGNNGGRAYVVLSLPDIGHYEFVRGFKEVLKKEGHEDLLEKVGYDFSGPYLPSLP 174
Clone24 SGYWONGKSGARAYIVLSLETITRPDFISGFRDAIKASGHEELFEKIGWDEFSG————— NE 175
‘**:**:‘*‘***:**** * : :*: **::‘:* ‘***:*:**:*:****
Smase I TLDATHEAYKKAGVDGHIWLSDGLTNFSPLGDMARLKEAIKSRDSAN-GFINKIYYWSVD 233
Clone24 DLGEIRRVYQKYGIEDHIWQGDGITNCLPRGDY RLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSID 234
* K k. HEI * k% ** * % * k% ** Kk . *‘::“* : * * ** *
Smase I KVSTTKAALDVGVDGIMINYPNVLIGVLKESGYNDKYRLATYDDNPWETEFKN 285
Clone24 KESSIRNALRLGVDAVMTINYPARVKSILRESEFSGTHRMATYDDNPWQOK-—— 283
* *: : * % :***‘:***** : ‘:*:** :““* ********

Figura 34 — Alinhamento da proteina relativa ao cDNA 24 com Smase I de L. laeta com estrutura TIM
barrel. Os asteriscos indicam a os residuos em comum entre as seqiiéncias e, os pontos, os aminodcidos com
caracteristicas semelhantes.
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5. DISCUSSAO

O loxoscelismo € uma sindrome necrético-hemolitica causada por acidentes com
pequenos aracnideos, popularmente chamados de “aranhas marrons”, pertencentes ao
género Loxosceles. O envenenamento pode provocar uma reacao sist€émica que, quando
ocorre, pode causar falha renal e, conseqiientemente, ser letal.

As principais responsdveis por estas patologias sdo proteinas que compdem uma
fracdo da peconha altamente imunogénica do veneno desses aracnideos (Chavez-
Olortegui et al., 1998; Guilherme et al., 2001; Alvarenga et al., 2003). Esta por¢cdao
protéica localiza-se, em gel SDS-PAGE, préximo ao padrdao de massa molecular de 32
kDa para L. laeta e de 35 kDa para as espécies L. intermedia e L. gaucho (Barbaro et
al., 1994). Estudos demonstram que um destes componentes seria uma toxina com
atividade esfingomielindsica, denominada de esfingomielinase D - Smase D
(Kurpiewski et al., 1981).

O mecanismo de agdo pelo qual ocorre a dermonecrose induzida pelo veneno
loxoscélico ainda estd obscuro. Estudos indicam que a SmaseD catalisa a hidrélise da
esfingomielina, um esfingolipidio presente na membrana celular, resultando em
fosforilcolina e ceramida 1-fosfato, este tultimo caracterizado como um segundo
mensageiro na apoptose (Hannun & Yusuf, 1995; Goii &Alonso, 2002). Recentemente,
verificou-se que a SmaseD hidrolisa a lisofosfatidilcolina ou LPC (1-0- hexadecil-
glicero-3-fosfocolina), um importante componente plasmdtico, a um composto
alquilado, o 4cido lisofosfatidico ou LPA. Este acido é um conhecido indutor de
agregacdo plaquetdria, de aumento da permeabilidade endotelial e de infiltracdo de
neutrofilos (van Meeteren et al., 2004).

Alguns pesquisadores demonstraram que se trata de um processo multifatorial
envolvendo liberacdo de lamininas além de atuar sobre entactinas e heparan sulfato
proteoglicanos cujas presencas sdo extremamente importantes para a estrutura e funcao
de membranas basais (Veiga et al., 2000a). Além disso, algumas proteinas foram
caracterizadas como gelatinoliticas, fibronectinoliticas e fibrinogenoliticas (Feitosa et
al., 1998).

Quanto a atividade hemolitica, a SmaseD induz a susceptibilidade de eritrécitos
humanos ao sistema complemento (Futrell et al., 1979; Tambourgi et al., 1998).
Estudos mostram que esta enzima induz a ativacao da via cldssica do complemento pela

exposicdo de fosfatidilserinas da membrana eritrocitiria que provoca perda da
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assimetria (Tambourgi er al., 2002). A via alternativa € ativada pela clivagem de
glicoforinas da superficie do glébulo vermelho por metaloproteinases enddgenas
(Tambourgi et al., 2000).

Na tentativa de auxiliar no entendimento protedmico, imunoquimico e molecular
de proteinas componentes da fracdo dermonecrética da peconha da aranha Loxosceles
intermedia, anticorpos monoclonais foram produzidos utilizando linfécitos de
camundongos sensibilizados com este veneno e os clones selecionados pela reatividade
a proteina recombinante LiD1 obtida a partir de uma biblioteca de cDNA da glandula do
veneno de L. intermedia (Kalapothakis et al., 2002) e com o veneno total de L.
intermedia.

Dentre os treze anticorpos monoclonais obtidos, um deles, denominado de
LimAb 1, identificou proteinas de baixa massa e, os outros doze reconheceram proteinas
compativeis com a fragdo dermonecrotica do veneno loxoscélico.

Um deles, denominado LimAb7, mostrou eficiente atividade neutralizante do
efeito dermonecrético (Alvarenga et al., 2003) sendo capaz de inibir até 84,7% da
hemodlise induzida, in vitro, pelo veneno total de Loxosceles intermedia, porém em
concentracdo 8 vezes maior daquela utilizada no ensaio dermonecrético. Por outro lado,
o anticorpo monoclonal neutralizante, na mesma concentragdo do ensaio hemolitico,
inibiu somente 63,5 % da atividade esfingomielindsica do veneno.

Entretanto, este ensaio deve ser melhor otimizado uma vez que, nas condi¢des
em que foi realizado, os resultados obtidos com o antiveneno nao reproduziram aqueles
encontrados por Barbaro e colaboradores (2005), no qual a atividade esfingomielindsica
foi totalmente neutralizada pelo soro polivalente.

Igualmente aos resultados obtidos por Guilherme et al. (2001) cujo anticorpo
monoclonal fora feito contra o veneno de L. gaucho, o LimAb7 mostrou alta
especificidade para o veneno utilizado como antigeno, no caso, o da aranha L.
intermedia e, baixa reatividade cruzada com venenos de outras espécies (Alvarenga et
al., 2003). Este fato corrobora a hipétese de que as proteinas responsaveis pelo efeito
téxico podem apresentar diferentes epitopos (Barbaro et al., 1994; Chavez Olértegui,
1998) e muitas isoformas intra e interespécies (Tambourgi et al., 1998).

Estudos independentes utilizando-se diferentes espécies de aranhas do género
Loxosceles demonstraram a presenca de indmeras proteinas componentes da fracao
dermonecrdtica. Inicialmente, em 1981, Kurpiweski e colaboradores separaram quatro

diferentes isoformas ativas, com massa molecular proxima a 32 kDa, a partir do veneno
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de L. reclusa. Estas proteinas, caracterizadas como SmaseD, apresentaram quatro
diferentes pontos isoelétricos (pl): 8.7, 8.4, 8.2 ¢ 7.8.

Posteriormente, duas isoformas com caracteristicas esfingomielindsicas do
veneno de L. gaucho, denominadas Loxnecrogin A e B (31,4 e 31,6 kDa) foram
caracterizadas por espectrometria de massa (Cunha et al., 2003). Mais recentemente,
homoélogos de SmasesD intra e interespécies dos venenos de L. intermedia
(Kalapothakis et al., 2002; Tambourgi et al., 2004), L. laeta (Fernandes-Pedrosa et al.,
2002), L. reclusa, L. boneti (Ramos-Cerrilo et al., 2004), L. arizonica (Binford et al.,
2005) e L. similes (Silvestre et al., 2005) foram identificados.

Considerando-se o fato de que as aranhas utilizam seus venenos para paralisar,
matar e digerir um nimero diverso de presas, seria de se esperar a presenca de inimeras
isoformas (Rash & Hodgson, 2002). Como mostrado, neste estudo, muitas destas
proteinas, com massa molecular proxima a faixa de 30 a 35 kDa, podem ser encontradas
nos quatro venenos brutos analisados por isoeletrofocalizagdo utilizando-se a
eletroforese bidimensional.

Foi possivel verificar que as proteinas constituintes do veneno de L. intermedia
apresentam p/ mais bésico (p/>7) em relac@o aos p/s dos venenos de L. laeta de origem
brasileira e peruana. Esta caracteristica da fracdo dermonecrdtica desta peconha
corrobora o perfil badsico encontrado em outros estudos (Kurpiewski et al., 1981;
Tambourgi et al., 1998; Luciano et.al, 2004) ainda que existam diferentes proteinas
entre os massas moleculares de 24 a 20 kDa e outras de maior massa entre 66 e 97 kDa,
todas com propriedades anidnicas.

Curiosamente, ainda que haja grande identidade entre as Smases dos diversos
venenos loxoscélicos (Ramos-Cerrillo et al., 2004; Binford et al., 2005; Silvestre et al.,
2005) ha um amplo espectro de pontos isoelétricos intra e interespécies (Kurpiewski et
al., 1981; Tambourgi et al., 1994; Ramos-Cerrillo et al., 2004) o que pode vir a ser um
diferencial importante nas condi¢des ideais de atividade e de especificidade dessas
enzimas, uma vez que se comprovou, por dicroismo circular, que mudangas
conformacionais provocadas por mudancas de pH alteram as atividades biologicas
dessas enzimas (Andrade et al., 2005).

Binford e Wells (2003) demonstraram por SDS-PAGE (15% de acrilamida) a
presenca de muitos componentes dos venenos de aranhas Loxosceles com baixa massa
molecular (<8 kDa) e, recentemente, proteinas inseticidas com massa molecular de 7,4,

7,9 e 5,6 kDa (LiTx1, LiTx2 e LiTx3) do veneno de L. intermedia foram identificadas
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(Castro et al., 2004). Talvez estas proteinas ndo tenham sido detectadas pela
eletroforese 2D devido a limitacdo do gel em concentracdo de 12% de acrilamida
utilizado no ensaio.

Utilizando-se o anticorpo monoclonal neutralizante LimAb7 em um Western
Blotting do gel 2D de L. intermedia foi possivel a identificacdo de varias outras
proteinas de mesmo massa molecular mas com diferentes pls. O fato de estas proteinas
terem sido reconhecidas por um mesmo anticorpo monoclonal ou terem epitopos em
comum, sugere que estas moléculas possam fazer parte de uma familia de proteinas do
veneno loxoscélico relacionada com a atividade dermonecrética e/ou hemolitica. O pool
de anticorpos monoclonais restantes ndo apresentou o mesmo perfil de
imunorreatividade que o LimAb7, porém também evidenciou um grande nimero de
proteinas.

A diversidade de proteinas com mesma massa molecular e diferentes pls
reconhecidas pelo LimAb7 foi constatada com o resultado obtido com o gel SDS-PAGE
2D de proteinas do veneno de L. intermedia recuperadas de uma coluna de afinidade
tendo como ligante este anticorpo monoclonal.

Em meio a tantas proteinas homoélogas, que epitopo seria este, comum a todas
estas proteinas imunorreativas frente ao LimAb7 e tdo importante para a manutencio da
atividade enzimadtica desencadeada pelo veneno de L. intermedia?

Para tentar responder esta questdo, utilizou-se uma das metodologias mais
amplamente utilizadas para a identificacdo de epitopos, a técnica de Spot-synthesis
(Frank, 1992; Choulier et al., 2001; Chavez-Olortegui et al., 2002; Alvarenga et al.
2002, Machado de Avila et al., 2004). Esta etapa iniciou-se com a sintese paralela,
sobre uma membrana de nitrocelulose, de peptideos lineares com 15 ou 25 residuos
correspondentes a seqiiéncia de aminodcidos baseada na seqiiéncia de cDNA de uma
das proteinas dermonecréticas de L. intermedia — LiD1 (Kalapothakis et al, 2002). Esta
proteina foi caracterizada previamente como sendo capaz de induzir anticorpos
protetores em coelhos desafiados com o veneno bruto de L. intermedia (Araujo et al.,
2003).

O LimAb7 nao foi capaz de se ligar as seqiiéncias lineares de LiD1 mesmo
sendo neutralizante das atividades dermonecréticas e hemoliticas, além de ser
imunorreativo frente a ela nos ensaios de ELISA ou Western Blotting .

A certificacdo da qualidade da sintese e da reatividade/antigenicidade dos

peptideos foi demonstrada apds incubacdo da membrana com anticorpos policlonais anti
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fracdo dermonecrética do veneno de L. intermedia. A por¢do N-terminal da proteina
mostrou-se mais antigénica correspondendo a uma regido altamente conservada entre as
diferentes espécies de aranhas do género Loxosceles (Kalapothakis et al., 2002; Binford
et al., 2005). Este fato pode explicar a alta reatividade cruzada (Barbaro et al., 1994;
Chévez-Olortegui et al., 1998; Guilherme et al., 2001) e a capacidade de antivenenos
polivalentes de neutralizar a atividade dermonecroética induzida por diferentes espécies
(Barbaro et al., 2005; Pretel et al., 2005; Silvestre et al., 2005).

Em um estudo recente do grupo do Prof. Carlos Chavez-Olértegui, anticorpos
policlonais purificados por coluna de afinidade tendo peptideos da regido N-terminal
imobilizados, demonstraram ser inibidores exclusivos da atividade hemolitica do
veneno de L. intermedia.

A regido N-terminal imunorreativa, incluindo-se uma pequena regido C-
terminal, apresentou residuos em comum como asparagina (N) ou &dcido aspartico (D)
ou com caracteristicas semelhantes como a fenilalanina (F) e a tirosina (Y).

Embora bibliotecas de fagos filamentosos sejam freqiientemente utilizadas na
selecdo de peptideos homodlogos a seqiiéncia linear original (Scott & Smith, 1990;
Murthy et al., 1998; Choulier et al., 2001), avaliou-se a possibilidade de identificar os
epitopos descontinuos do LimAb7 utilizando-se a técnica de Phage display (Felici et
al., 1993; Adda et al., 1999; Forster-Waldl et al., 2005).

Phage display é uma metodologia, desenvolvida por Smith (1985), que se
caracteriza pela combinagdo de técnicas moleculares na apresentacdo de peptideos na
superficie de fagos. A partir de uma biblioteca construida em fagos filamentosos,
seleciona-se o peptideo baseando-se em sua afinidade por um ligante-alvo fixado. No
caso de anticorpos € possivel selecionar e identificar seu(s) respectivo(s) epitopo(s).

Um epitopo € um pequeno determinante da superficie de um ligante com o qual
uma segunda molécula tem um contato estérico especifico (Smith & Petrenko, 1997). A
técnica de Phage display (Smith, 1985) permite a determina¢do de mimotopos ou
epitopos continuos e descontinuos, principalmente quando se utilizam anticorpos
monoclonais cuja grande maioria apresenta epitopos conformacionais (Smith &
Petrenko, 1997).

O termo mimotopo foi proposto (Geysen et al. 1986) para denominar os
peptideos que mimetizavam o determinante antigénico, ou seja, que ndo apresentam a
mesma seqiiéncia de aminodcidos mas que mantém suas propriedades fisico-quimicas.

De fato, os pesquisadores Scott € Smith (1990) utilizaram anticorpos monoclonais, cujo
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epitopo j4 tinha sido previamente caracterizado em um experimento, para se verificar se
o epitopo encontrado por Phage display era o mesmo do original. O resultado foi a
selecao de epitopos similares, embora nao idénticos.

Andlises cristalograficas de complexos antigeno-anticorpo mostraram que a
maioria dos anticorpos monoclonais reconhece epitopos ndo lineares (Davies et. al.,
1990), portanto, ndo houve surpresa quando ndo se encontrou homologia significante
entre a seqiiéncia peptidica apresentada pelos fagos e a seqiiéncia primdria da LiD1. Por
outro lado, todos os peptideos isolados apresentaram residuos em comum (K, D, W, L,
F), além de duas cisteinas separadas por 7 ou 8 aminodcidos; fato interessante pois, das
quatro bibliotecas utilizadas, aquela de 17-mer apresenta somente uma das cisteinas
invaridvel.

Todos os mimotopos selecionados apresentaram caracteristicas hidrofilicas nos
primeiros residuos e aminodcidos aromaticos (W, F, Y) no lado oposto. Na maioria dos
clones, um residuo &acido (D) estd posicionado centralmente na seqiiéncia. Estas
caracteristicas mostram a importdncia de alguns residuos estarem em posicoes
especificas, situacdo que pode influenciar na ligagao antigeno-anticorpo.

O mimotopo selecionado com maior nimero de aminodcidos ou seja, 17
residuos, foi sintetizado manualmente tendo suas cisteinas substituidas por duas serinas.
A substituicdo resultou na perda de reatividade do peptideo frente ao LimAb7 em
ensaios de Dot Blotting ou ELISA. A importancia da presenga das cisteinas, de maneira
a formar pontes dissulfeto, foi corroborada ao se verificar que este peptideo apds ser
sintetizado de forma ndo ciclica e testado em membrana também ndo foi reconhecido
pelo LimAb7 (dados nao mostrados).

Com base nestes dados, verificou-se que quando os mimotopos foram
sintetizados sobre uma membrana de nitrocelulose consevando-se as cisteinas e
oxidando-as de forma a obter um peptideo ciclico, um deles foi reativo frente ao
LimAb7. Este peptideo, “NCN KN D HL F A C W”, tem como caracteristica, além
da conformagdo, a presenga de trés asparaginas (N) intercaladas na regido N-terminal e
uma razdo entre o nimero de aminodcidos polares sem carga sobre os carregados
superior aos demais, o que pode vir a influenciar na ligagdo antigeno-anticorpo.

Os outros peptideos ndo foram reconhecidos por haver alguma falha na sintese
ou, mais provavelmente, por se tratarem de seqiiéncias falso-positivas. Este fato pode
acontecer por conta da ocorréncia de artefatos durante a imunosselecio, momento em

que o peptideo somente reage com o anticorpo quando o mesmo se encontra na
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superficie do fago (Felici et al., 1993). Esta reacdo cruzada se deve, provavelmente, a
contribuicao da superficie viral na formacdo do mimotopo, ou seja, na existéncia de
uma conformacgao especifica entre o peptideo expresso e a proteina do capsideo do fago
onde ele estd ancorado (Murthy et al., 1999; Zhang et al., 2001).

Confirmou-se a influéncia da presenca da ponte dissulfeto na ligacdo do LimAb7
aos seus mimotopo quando as cisteinas destes peptideos foram reduzidas e,
posteriormente, alquiladas o que resultou em significante reducdo da reatividade dos
mesmos frente ao LimAb7 em um Dot Blotting. Estes dados sugerem que os epitopos
do anticorpo monoclonal sdo conformacionais, uma vez que a presenca de uma ponte
dissulfeto intramolecular auxilia na formacdo do complexo antigeno-anticorpo. Porém,
a presenca das cisteinas, aparentemente, nao € uma exigéncia tnica ao reconhecimento
do mimotopo pelo LimAb7, visto que nao houve reatividade quando se utilizou um
peptideo irrelevante, como controle negativo, contendo em sua seqiiéncia dois destes
residuos “TC AR QD P A GN CS”). Portanto, o determinante antigénico além de ser
conformacional, devido a presenca da ponte dissulfeto, é dependente da existéncia de
aminodcidos com caracteristicas especificas em determinadas posi¢des do peptideo.

Uma vez que o epitopo do LimAb7 tenha sido reconhecido como
conformacional e que pareca existir uma grande homologia entre as estruturas das
proteinas componentes da fracdo dermonecrética dos venenos de aranhas do género
Loxosceles (Andrade et al., 2005), o LimAb7 seria capaz de identificar isoformas da
proteina LiD1 a partir de uma biblioteca de cDNA do veneno de L. intermedia?

Na tentativa de responder esta questdo, um pool de trinta e duas sub-bibliotecas
de cDNA da glandula de veneno da L. intermedia, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Evanguedes Kalapothakis, foi utilizado como alvo em um immunoscreening
empregando-se o LimAb7 com agente de captura (Young & Davis, 1983; Sambrook,
1989).

O anticorpo monoclonal neutralizante foi capaz de identificar dois cDNAs
referentes aos clones 20 e 24 compostos por 1096 e 1000 pares de bases,
respectivamente. Ambos os clones tiveram suas seqiiéncias deduzidas caracterizadas
como isoformas contendo um peptideo sinal parcial e um possivel propeptideo.

Uma caracteristica comum na caracterizacdo de cDNAs a partir do mRNA das
glandulas de veneno de aranhas do género Loxosceles € a dificuldade em se obter a
seqiiencia de cDNA que permita a identificacio de um peptideo sinal completo

(Kalapothakis et al., 2002; Fernandes-Pedrosa et al., 2002; Ramos-Cerrillo et al., 2004;
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Silvestre et al., 2005). Este fato pode estar relacionado a uma possivel degradacdo do
mRNA em virtude da fragilidade da regido 5’ em questao.

A proteina madura deduzida referente ao clone 20 apresenta o massa molecular e
pl tedricos de 32.036,18 Da e 6.36, respectivamente. Embora ambas apresentem 98% de
identidade entre os seus cDNAs, calcula-se que a proteina madura correspondente ao
clone 24 tenha massa molecular de 32.180,31 Da e p/ de 5.94.

Este dado corrobora os resultados obtidos com o gel bidimensional das proteinas
purificadas pela afinidade ao LimAb7 onde foi evidenciada uma variedade de proteinas
com massas moleculares semelhantes e diferentes pls, sendo estas diferencas, muitas
vezes, estreitas como ja reportado em outros estudos (Kurpiewski ef al., 1981).

Tendo como base os relato de Veiga e colaboradores (1999) de que a N-
deglicosilacdo do veneno diminui sensivelmente a atividade dos componentes do
veneno de L. intermedia, avaliou-se a presenca de sitios de glicosilagdo das proteinas
relativas aos clones 20 e 24 utilizando-se algoritmos.

Os programas utilizados indicaram a auséncia e a baixa probabilidade de
existéncia de sitios de O-glicosilagdo e N-glicosilacdo, respectivamente. Perfil
semelhante foi visto com a proteina homodloga de L. laeta, Smase-like HI10, fato que
poderia explicar a inatividade desta proteina quanto a dermonecrose. Porém, a outra
isoforma inativa (Ramos-Cerrillo et al., 2004), originada do cDNA de L. boneti, Smase-
like 3, tem um sitio cldssico (“N E S E”) de N-glicosilacdo na regido C-terminal

Curiosamente, as proteinas nativas correspondentes ao clone H17 de L. laeta e
P1 de L. intermedia (Fernandes-Pedrosa et al., 2002; Tambourgi et al., 2004) segundo
os autores, com atividade esfingomielindsica, ndo apresentam potenciais sitios de N-
glicosilagao (Binford et al., 2005).

As pequenas diferencas existentes entre as proteinas estudadas quanto ao
nimero de potenciais de sitios de fosforilacdo pode ser uma explicagdo ao grande
numero de proteinas com massa molecular e p/s semelhantes que aparecem no gel
bidimensional dos venenos loxoscélicos.

Outros sitios de modificagao pds-traducionais foram avaliados e preditos como,
por exemplo, sitios de fosforilacdo por proteinas cinases C, caseina cinase II, tirosina
cinase além de sitios de N-miristoilagdo e sulfatacio de tirosina.

A alta porcentagem de identidade entre as duas proteinas bem como, com as
seqiiéncias depositadas nos bancos de dados indicam que ambas fazem parte da familia

SmaseD, muito embora suas homélogas sejam denominadas de Smase-like por,
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aparentemente, ndo apresentarem atividade esfingomielindsica ou hemolitica
(Fernandes-Pedrosa et al., 2002; Ramos-Cerrilo et al., 2004). Talvez, estas proteinas
possam ter outras atividades bioldgicas do veneno ja descritas (Feitosa et a., 1998)
como fibrinogenoliticas, fibronectinoliticas ou gelatinoliticas.

As seqiiéncias de aminodcidos deduzidas a partir dos clones 20 e 24 quando
comparadas a outras proteinas mantém o padrdo de conserva¢do de alguns amino4cidos,
inclusive aqueles envolvidos na catélise e na coordenagdo do metal Mg™" (Murakami et
al., 2005). Curiosamente, as quatro cisteinas existentes estdo conservadas nas
seqiiéncias protéicas ja descritas (Kalapothakis et al., 2002; Ramos-Cerrillo et al., 2004;
Binford et al., 2005; Silvestre et al., 2005) com excecdo de duas proteinas presentes no
veneno de L. laeta - Smase I ou H17 e L. laeta H13.

Mesmo havendo a diferenca na presenga do par de cisteinas, supde-se que as
duas proteinas selecionadas neste estudo apresentem estrutura TIM barrel (Wierenga,
2001), uma vez que hd uma significante similaridade com a Smase I recombinante de L.
laeta, recentemente cristalografada (Murakami et al., 2005).

O presente trabalho teve como inten¢do empregar uma gama de metodologias
modernas e outras ja consagradas, de forma a utilizar um anticorpo monoclonal com
caracteristicas neutralizantes na identificacdo de epitopos e componentes do veneno de
L. intermedia que podem vir a ter alguma utilidade biotecnolégica no desenvolvimento
de ensaios imunodiagndsticos ou de novas terapias, além de auxiliar no esclarecimento

do mecanismo de a¢@o do loxoscelismo.
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6. CONCLUSOES

1. O veneno de L. intermedia € suficientemente imunogénico para permitir a
producdo de anticorpos monoclonais capazes de reconhecer diferentes

proteinas em um gel bidimensional;

2. O anticorpo LimAb7 é capaz de neutralizar tanto a atividade dermonecrética
quanto a hemolitica e esfingomielindsica do veneno total da aranha L.

intermedia;

3. A técnica de eletroforese bidimensional foi capaz de evidenciar a presenga de
inimeros spots referentes a proteinas presentes no veneno das trés diferentes

espécies do género Loxosceles estudadas;

4. O LimAb7 reconhece epitopo conformacional, ndo reagindo com peptideos

lineares imobilizados na membrana de Spot;

5. A técnica de Phage display foi eficiente na selecdo de mimotopos do LimAb7,
os quais sdo dependentes de conformacgdo, sendo porém, imprescindivel a

presenca de residuos especificos em determinadas posicdes do peptideo;

6. A metodologia de imunosselecdo utilizando-se um anticorpo monoclonal
mostrou-se eficaz na identificacdo de proteinas originadas de uma biblioteca

de cDNA;

7. Duas seqiiéncias homdlogas, relativas aos clones 20 e 24, originadas da
biblioteca de cDNA da glindula de veneno de L. intermedia, foram
identificadas como isoformas que fazem parte da familia de proteinas

dermonecroticas.
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SighalP-HN prediction {euk networksi! Clanel2@
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# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max.C 22 0402 032 YES
max. Y 22 0442 033 YES
max.S 3 0961 0.87 YES
mean S 1-21 0.664 0.48 YES

# Most likely cleavage site between pos. 21 and 22: ANG-HA
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Clone24

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max.C 22 0419 032 YES
max. Y 22 0521 033 YES
max.S 3 0990 0.87 YES
meanS 1-21  0.791 048 YES

# Most likely cleavage site between pos. 21 and 22: ANG-HA

Apéndice I — Predicao de peptideo sinal das proteinas relativas aos clones 20 e 24 realizada
pelo o programa SignalP 3.0 - NN. Conforme a ilustracdo, as possiveis regides de clivagem
(vermelho) estdo localizadas ente os aminodcidos 21 e 22 correspondentes aos aminodcidos

glicina (G) e histidina (H).
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SignalP-HMM prediction Ceuk models): Cloneg@
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Prediction: Signal peptide
Signal peptide probability: 0.989
Signal anchor probability: 0.000

Max cleavage site probability: 0.635 between pos. 21 and 22
Apéndice II — Prediciao de peptideo sinal das proteinas relativas aos clones 20(A) e 24(B)
realizada pelo programa SignalP 3.0-HMM. Conforme ilustracio, é possivel verificar a

delimitagd@o das trés regides (N, H e C) caracteristicas da presenca do peptideo sinal, além da alta
probabilidade de sua existéncia.
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Fosterior label probability

Apéndices

FolyFPhokius posterior probakilities for Clonegd

] ] ] ] ] T

ID

FT
FT
FT
FT

FT

Clone20

SIGNAL

DOMAIN
DOMAIN
DOMAIN

DOMAIN

oa laa 158 a8 o8 288

cytoplasmic non cytoplasmic sighal peptide

1 21
1 3 N-REGION.
4 16  H-REGION.
17 21 C-REGION.

22 - 304 NON CYTOPLASMIC.

Apéndice III — Predicdo de peptideo sinal da proteina relativa ao clone 20 realizada pelo
programa Polyphobius. Conforme a ilustragdo, é possivel predizer que o peptideo sinal corresponde a
seqiiéncia do aminodcido 1 ao 21 e a proteina madura a regido polipeptidica que vai do aminoécido 22
ao 304.
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FolyFPhokius posterior probabkilities for Clonegd

ID Clone24
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1 21
1 2 N-REGION.
3 15  H-REGION.
16 21 C-REGION.

22 - 304 NON CYTOPLASMIC.

sighal peptide

238 288

Apéndice IV - Predicao de peptideo sinal da proteina relativa ao clone 24 realizada pelo programa
Polyphobius. Conforme a ilustragdo, € possivel predizer que o peptideo sinal corresponde a seqiiéncia do
aminodcido 1 ao 21 e a proteina madura a regido polipeptidica que vai do aminodcido 22 ao 304.

123



Apéndices

M-glycosylation potential

M-glycosylation potential

HetHMGlyc 1.8: predicted M-glycosglation sites in Clone2@

A Fotential
Threshold

T T T T T T
a 1] 106 158 cea fodals] je1a 5]

Seguence position

HetHGlyc 1.8: predicted M-glycosylation sites in Clone24

I} Fotential
Threshold

T T T T T T
a 1] 168 158 cea fode1] 30

Segquence position

Apéndice V — Possiveis sitios de N-glicosilacido das proteinas relativas aos clones 20 (A) e 24
(B). As asparaginas com algum potencial de estarem glicosiladas apresentam escore acima de 0,5.
O aminoécido localizado na posi¢do 167 da proteina do clone 20, uma asparagina (N¢7), €
substitituida por um 4cido aspartico (Dy47) no clone 24 havendo, dessa forma, a diferenga de um
sitio de N-glicosilagdo, evidenciado pela seta.
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Phosphorylation potential

Phosphorylation potential

HetPhos 2.68: predicted phosphorylation sites in Clone28

Serine
[\ Threonine

Tyrosine

| | |
I | | |“‘| . ||‘|.| N ) |
T T T
166

5] 1] 158 2e8 258 e

Sequence position

HetPhos 2.8: predicted phosphorglation sites in Clone24

Serine
I; Threanine
Tyrosine

| .

I I ‘I ‘ I‘I|| o . | "
T T
aa

a 1] 1 1368 cea coa jejals)

Sequence position

Apéndice VI — Possiveis sitios de fosforilacio das proteinas relativas aos clones 20 (A) e 24 (B).
Os possiveis aminodcidos passiveis de serem fosforilados, segundo os algoritmos, estdo
representados por tracos azuis (Serina - S), verdes (Treonina - T) e vermelho (Tirosina - Y)
concentrados principalmente na regido C-terminal da proteina. Dois residuos que diferem quanto a
probabilidade de serem fosforilados sdo Tg4 € Sg; evidenciados pela seta.
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——————————————— VRATEKFAPIYFFCHPLOSAETDVAERA-NKRPIWIMGHMVNANY
-MSHSSTALLHPYVAARATEKFAPIYFFCHPLQSAETDVAERA-NKRPIWIMGHMVNANY
——————————————— VRATEKFASMYFFCHSPQSAETDVAERG-NKRPVWIMGHMVNAIA
—————————————————————————————————————————— A-NKRPAWIMGHMVNATIA
—————————————————————————————————————————— A-NKRPAWIMGHMVNAVA
———————————————— MLLYVTLILGCWSAFSESAETDVAERA-NKRPIWIMGHMVNAIY
—————————————————————————————————————————— A-NKRPAWIMGHMVNATIY
MAAAGIRF——————- IMLPYIVLVLGCWSVLSQAAQTDDEERAGNRRPIWIMGHMVNAIG
———————————————————— ARVVLGCWSVLSQAAQTDDEERAGNRRPIWIMGHMVNAIG
—————————————————————————————————————————— AGNRRPIWIMGHMVNAIG
MAAAGIRFGLDSLSIIMLPYIALILVCWSVLSQAAQTDVEGRADKRRPIWIMGHMVNATIA
———————————————— MYAHLALILGCWTIVVLQGAETDVGERADNRRPIWNLAHMVNAVA
———————————————— MYVHLALILGCWTVILQGAETDVGERADKRRPIWNLGHMVNAVK
———————————————— MLLPAVISFTVYAVFLOQEANGHAAERADSRKPIWDIAHMVNDLG
———————————————— MLLCAVISFIVYAVFLQEANGHAAERADSRKPIWDIAHMVNDLE
———————————————————————————————————————————— RPKPIWDVAHMVNDLE

———————————————— MLLSAVISFIGFAAFLQEANGHVVERADSRKPIWDIAHMVNDLD
sk ko kkkk

QIDEFVNLGANSIETDVSEFDSSANPEYTYHGVPCDCRRWCKKWEYENNEFLKALRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDSSANPEYTYHGVPCDCRGWCKKWEYFNNEFLKALRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDSSANPEYTYHGVPCDCGRTCTKWEHFNEFLKGLRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSEFDSSANPEYTYHGIPCDCGRTCTKWENENDELVGLRKATTPD
QIDEFVNLGANSIETDVSEFDKNANPEYTYHGIPCDCGRTCTKWENENDELKGLRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDKDANPEYTYHGVPCDCGRSCLKWEYFSDFLKGLRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDKDANPEYTYHGVPCDCGRSCLKWEYF SDFLKGLRKATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIPCDCGRNCKKYENFNDFLKGLRSATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSEFDDNANPEYTYHGIPCDECGRNCKKYENENDELKGLRSATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSEFDDNANPEYTYHGIPCDECGRNCKKYENENDELKGLRSATTPG
QIDEFVNLGANSIETDVSFDDNANPEYTYHGIPCDCGRSCLKWENFNDEFLKGLRSATTPG
QIPDFLDLGANALEADVTFKG-SVPTYTYHGTPCDFGRDCIRWEYFNVFLKTLREYTTPG
QIPTFLNDGANAIEADITFKG-AVPTYSYHGTPCDFGRDCIRWEYFDVELQTLRDYTTPG
LVDEYLGDGANGLELDVAFTADGTADKMYHGVPECDCFRSCTRTEGF TKYMDYIRQLTTPG
LVDEYLGDGANGLELDVAFTDDGTADKMYHGVPCDCFRSCKRTEGF TKYMDYIRQLTTPG
LVDEYLGDGANGLELDVAFSDDGTAEKMYHGVPCDCFRSCKRTETF TKYMDYIRELTTPG

LVDEYLGDGANALEADLAFTSDGTADEMYHGVPCDCFRSCTRSEKFSTYMDYIRRITTPG
. *kk ok Kook *kk kK * ok k.. ik kkk

DSKYHEKLVLVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPNLA
DSKYHEKLVLVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPNLA
DSKYHEKLVLVVEDLKTGRLYDNQASDAGKKLAKSLLONYWNNGNNGGRAYIVLSIPNLA
DSNYHEKLILVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKSILQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPNLA
DSKYHEKLVLVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNILQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPNLA
DSKYHAKLVLVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLKHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
DSKYHAKLVLVVEDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLKHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
NSKYQEKLVLVVFDLKTGSLYDNQANDAGKKLAKNLLOQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
NSKYQEKLVLVVFDLKTGSLYDNQANDAGKKLAKNLLOQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
NSKYQEKLVLVVFDLKTGSLYDNQANDAGKKLAKNLLOQHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
NAKYQAKLILVVFDLKTGSLYDNQANEAGKKLAKNLLKHYWNNGNNGGRAYIVLSIPDLN
NAKYRDGFILFVLDLKTGSLSNDQVRPAGENVAKELLONYWNNGNNGGRAYVVLSLPDIG
NSKYYEKFILFVLDLKTGSLNNNEVRKAGENIAKGLLKNYWNNGNNGGRAYVVLSLPDIA
NSKFKSQLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWQONGKSGARAYIVLSLETIT
NSKFKSQLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWONGKSGARAYIVLSLETIT
NSKENNNLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWQONGESGARAYIVLSLETIT

SSNFRPOMLLLIIDLKLKGIEPNVAYAAGKSTAKKLLSSYWODGKSGARAYIVLSLETIT
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HYKLITGFKETLKTEGHPELMEKVGYDFSG————— NDNIDQVANAYKKAGVTGHVWQSDG
HYKLITGFKETLKTEGHPELMEKVGYDFSG————— NDNIDQVANAYKKAGVTGHVWQSDG
HYKLIAGFKEALTSEGHPELMDKVGYDFSG————— NDDIGDVANAYKKAGVTGHVWQSDG
HYKLITGFKETLTSDGHPELMDKIGYDFSG————— NDAIGDVASAYQKAGVTGHVWQSDG
HYKLITGFKETLTSEGHPELMEKVGYDFSG————— NDDIDKVGNAYKNAGVTGHVWQSDG
HYKLITGFKETLKSEGHPELMDKVGHDFSG————— NDAIGDVGNAYKKAGVTGHVWQSDG
HYKLITGFKETLKSEGHPELMDKVGHDFSG————— NDAIGDVGNAYKKAGVTGHVWQSDG
HYPLIKGFKDQLTKDGHPELMEKVGHDFSG————— NDDIGDVGKAYKKAGITGHIWQSDG
HYPLIKGFKDQLTKDGHPELMDKVGHDFSG————— NDDISDVGKAYKKAGITGHIWQSDG
HYPLIKGFKDQLTKDGHPELMDKVGHDFSG————— NDDIGDVGKAYKKAGITGHIWQSDG
HYPLIKGFKDQLTQDGHPELMDKVGHDFSG————— NDAIGDVGNAYKKAGISGHVWQSDG

HYEFVRGFKEVLKKEGHEDLLEKVGYDFSGPYLPSLPTLDATHEAYKKAGVDGHIWLSDG
HYEFIRRFKEVLKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFRKAGVDGHVWLSDG

RPNFISGFRDAIKASGHEELFEKIGWDFSG————— NEDLGEIRRVYQKYGIEDHIWQGDG
RPDFISGFRDAIKASGHEELFEKIGWDFSG————— NEDLGEIRRVYQKYGIEDHIWQGDG
RPEFINGFRDAIKASGHEELFEKIGWDFSG————— NEDLGDIRRVYQKYGIDEHIWQGDG
RODFISGFKDAIDASGHTELYEKIGWDFSG————— NEDLGEIRRIYQKYGIDDHIWQGDG
. T Jkk sk ckok kokk . s ks kok Kk

!

ITNCVASFIRGLDRAKKAVKNR-DSSNGYINKVYYWIVDKYATTREAFDIGVDGIMINYP
ITNCL---LRGLDRVRKAVANR-DSSNGYINKVYYWIVDKRQSTKNALDAGVDGIMPNYP
ITNCL---LRGLDRVGKAVANR-DSSNGYINKVYYWIVDKRQSTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---LRGLSRVREAVANR-DSSNGYINKVYYWIVDKRASTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---LRGLSRVKEAVKNR-DSSNGF INKVYFWIVDKRASTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---LRGLSRVKEAVKNR-DSSNGF INKVYYWIVDKRATTREALDAGVDGVMTINYP
ITNCL---LRGLSRVKDAVKNR-DSSNGF INKVYYWIVDKRATTREALDAGVDGVMTINYP
ITNCL---PRGLSRVNAAVANR-DSANGEF INKVYYWIVDKRSTTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---PRGLSRVNAAVANR-DSANGEF INKVYYWIVDKRSTTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---PRGLSRVNAAVANR-DSANGF INKVYYWIVDKRSTTRDALDAGVDGIMTINYP
ITNCL---LRGLDRVKQATANR-DSANGF INKVYYWIVDKRATTRDALDAGVDGVMTINYP
LTNFSP—-LGDMARLKEAIKSR-DSANGFINKIYYWSVDKVSTTKAALDVGVDGIMTINYP
LTNWAP--LGDMARLKEIVERR-DSENGFISKVYYWSVDKYSTTRTALDVGVDGIMTINEP
ITNCLP---RGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMINYP
ITNCLP---RGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTINYP
ITNCLP---RGDYRLTEAMKKKNDPDYKYTEKVYTWSIDKEASIRNALRLGVDAVMTINYP

ITNCWV—---RDDDRLKEATIKKKNDPNYKYTKKVYTWSIDKNASIRNALRLGVDAIMINYP
s kk L% ok, kek kookk o o ks kkk ok K.k

DVIANVLNESAYKGKFRLATYDDNPWETEFKN 309
DVIADVPNESAYKAKFRIASYDDNPWETFKN 320
DVIADVLNESAYKAKFRIASYDDNPWETYKN 306
DVIADVLSESAYSAKFRIATYDDNPWETEFKN 279
DVIADVLSESAYKANFRIATYDDNPWETEFKN 279
DVITDVLNESAYKAKFRIATYDDNPWETFKN 305
DVITDVLNESAYKAKFRIATYDDNPWETFKN 279
DVITDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPWVTFKK 315
DVITDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPWVTFKK 302
DVITDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPWVTFKK 280
DVITDVLNESAYKNKFRVASYEDNPWETFKK 322
NVLIGVLKESGYNDKYRLATYDDNPWETFKN 311
YVIIDVLNENGYKDKYRLATYDDNPWETFKK 311

ARVKSILRESEFSGTHRMATYDDNPWQK--— 304

ARVKSILRESEFSGTHRMATYDDNPWQK--— 304

ARVKSILNESEFSSTHRMATYEDNPWQK--— 276

EDVKDILQESEFSGYLRMATYDDNPWVK--— 304
s L * . LR ER ER S 22
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219
233
219
192
192
218
192
228
215
193
235
223
223
219
219
191
219

278
289
275
248
248
274
248
284
271
249
291
280
280
276
276
248
276

Apéndice VII - Alinhamento miiltiplo das seqiiéncias correspondentes as isoformas de SmasesD. L. arizonica 1
(AF512953), 2 (AY699703), 3 (AY699704); L. boneti 1 ( AY559844), 3 (AY559845); L. intermedia clone 20,
clone24, LiD1 (AY340702), P1 (AY304471) e P2 (AY304472); L. laeta H10 (AY093601), H13 (AY093600) e H17
(AY093599); L. reclusar_prec (AY862486), L. reclusa 1 (AY559846), 2 (AY559847); L.similis (AY929305).
Verifica-se o alto grau de conservacdo das quatro cisteinas (cinza), com exce¢do de duas poteinas do veneno de L.
laeta H17 e H13, e dos residuos envolvidos na catdlise e na coordenacdo do metal (Murakami er al., 2005)
evidenciados pelas setas. Os asteriscos evidenciam os aminodcidos conservados. As protefnas cujos nomes estdo
sublinhados sdo aquelas com comprovada atividade esfingomielindsica e hemolitica (Fernandes-Pedrosa et al., 2002;
Ramos-Cerrillo et al., 2004; Tambourgi et al., 2004).
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GenBank - Clones 20 e 24

DQ388596. Loxosceles interm...[gi:88660605]

LOCUS DQ388596 1106 bp mRNA linear INV
27-FEB-2006
DEFINITION Loxosceles intermedia dermonecrotic protein-like I mRNA,
complete
cds.
ACCESSION DQ388596
VERSION DQ388596.1 GI:88660605
KEYWORDS
SOURCE Loxosceles intermedia
ORGANISM Loxosceles intermedia
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida;
Araneae;
Araneomorphae; Haplogynae; Sicariidae; Loxosceles.

REFERENCE 1
AUTHORS
TITLE

encoding for

three toxins from Loxosceles intermedia venom gland

(bases 1 to 1106)
de Moura,J.F., Kalapothakis,E. and Chavez-Olortegui,C.
Molecular cloning and systematic screening of cDNA

JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1106)
AUTHORS de Moura,J.F., Kalapothakis,E. and Chavez-Olortegui,C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-FEB-2006) Immunology-Biochemistry and
General
Biology, UFMG, Av Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte,
31270-901, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1106
/organism="Loxosceles intermedia"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:58218"
/tissue_type="venom gland"
CDS 14..928

/note="D1 isoform I"

/codon_start=1

/product="dermonecrotic protein-like I"
/protein_id="ABD48088.1"
/db_xref="GI:88660606"

/translation="MLLPAVISFTVYAVFLQEANGHAAERADSRKPIWDIAHMVNDLG
LVDEYLGDGANGLELDVAFTADGTADKMYHGVPCDCEFRSCTRTEGETKYMDYIRQLTT
PGNSKFKSQLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWONGKSGARAYIVLSL
ETITRPNFISGFRDATIKASGHEELFEKIGWDEF SGNEDLGEIRRVYQKYGIEDHIWQGD
GITNCLPRGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTNYP
ARVKSILRESEFSGTHRMATYDDNPWQK"

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

ggcacgagtc
ccaggaagct
agcgcacatg
ccttgagtta
accatgtgac
tatacgtcaa
aatggacctg
tgcggagaaa
agtactttcc
taaagcgagt
ggacttgggce
aggcgacggt

accatgttgc
aatgggcatg
gtaaacgatc
gacgtagctt
tgtttcagaa
ctaacgacac
aaactgaatg
cttttgagcg
ctggaaacca
ggacacgagg
gagatccgca
atcaccaact

tcccecgetgt
ctgcagaaag
ttgggctggt
ttacagctga
gctgtacgcg
caggcaacag
gcatcgaacc
gctactggca
tcacccgacc
agttattcga
gagtttacca
gtttgccacg

catatccttt
ggctgacagc
ggacgaatat
tgggactgct
aacagaggga
caagttcaaa
gaatgttgcg
gaacggaaaa
aaatttcata
aaaaataggt
gaaatacgga
aggggactat

accgtatatg
cggaagccaa
ttaggtgatg
gataagatgt
ttcaccaagt
agtcaactta
tatgcggcag
agtggagcta
agtggtttca
tgggatttct
atcgaggatc
cgtctgacag

ctgtcttcct
tttgggatat
gcgcgaacgg
atcacggagt
acatggacta
tattgttaat
gaaaaagcgt
gggcatatat
gagatgcgat
ctggcaacga
acatttggca
aagctatgaa

MG
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721 aaagaaaaac gatcccaact acaaatacac tttaaaagtc tacacctgga gcattgacaa
781 agagtcttct atccgaaatg cactaagact tggcgtagat gctgtaatga ctaattatcc
841 agcccgtgta aaaagcatct tgagagagag tgaattctct ggcacacaca ggatggcaac
901 ttacgatgat aatccctggc agaagtaaaa tctgtgcacc aaaatgactg actgcaagaa
961 atttttcaaa gccgatgtat taaagaaata atatagagct cagccttatg ttcttcgtta
1021 ttttcttttc gccatacatc caacactcca atcaacacag aaagcggata ataaagatat
1081 cattttgttt tacttcaaaa aaaaaa

DQ388597. Loxosceles interm...[gi:88660607]

LOCUS
2006
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

Araneae;
REFERENCE

AUTHORS
TITLE

encoding for

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
General

FEATURES
source

CDS

DQ388597 1013 bp mRNA linear INV 27-FEB-

Loxosceles intermedia dermonecrotic protein-like II mRNA,
complete cds.

DQ388597
DQ388597.1 GI:88660607

Loxosceles intermedia
Loxosceles intermedia

Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida;

Araneomorphae; Haplogynae; Sicariidae; Loxosceles.
1 (bases 1 to 1013)

de Moura,J.F., Kalapothakis,E. and Chavez-Olortegui,C.

Molecular cloning and systematic screening of cDNA

three toxins from Loxosceles intermedia venom gland
Unpublished
2 (bases 1 to 1013)

de Moura,J.F., Kalapothakis,E. and Chavez-Olortegui,C.

Direct Submission
Submitted (05-FEB-2006) Immunology-Biochemistry and

Biology, UFMG, Av Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG

31270-901, Brazil
Location/Qualifiers
1..1013
/organism="Loxosceles intermedia"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:58218"
/tissue_type="venom gland"
13..927
/note="D1 isoform II"
/codon_start=1
/product="dermonecrotic protein-like II"
/protein_id="ABD48089.1"
/db_xref="GI:88660608"

/translation="MLLCAVISFIVYAVFLQEANGHAAERADSRKPIWDIAHMVNDLE
LVDEYLGDGANGLELDVAFTDDGTADKMYHGVPCDCFRSCKRTEGEFTKYMDYIRQLTT
PGNSKFKSQLILLIMDLKLNGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSGYWONGKSGARAYIVLSL
ETITRPDFISGFRDAIKASGHEELFEKIGWDESGNEDLGEIRRVYQKYGIEDHIWQGD
GITNCLPRGDYRLTEAMKKKNDPNYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTNYP
ARVKSILRESEFSGTHRMATYDDNPWQK"

ORIGIN

1 ggcacgagca ccatgttgct ctgcgctgtc atatccttta tcgtatatgc tgtcttcctc

61 caggaagcta atgggcatgc tgcagaaagg gctgacagtc ggaagccaat ttgggatata
121 gcgcacatgg taaacgatct tgagctggtg gacgaatatt taggtgatgg cgcgaacggce
181 cttgagttag acgtagcttt tacagatgat gggactgctg ataagatgta tcacggagta
241 ccctgtgact gtttcagaag ctgtaagcga acagagggat tcaccaagta catggactat
301 atacgtcaac taacgacacc aggcaacagc aagttcaaaa gtcaacttat attgttaata
361 atggacctga aactgaatgg catcgaaccg aatgttgcgt atgcggcagg aaaaagcgtt
421 gcggaaaaac ttttgagcgg ctactggcag aacggaaaaa gtggagcgag ggcatatata
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481
541
601
661
721
781
841
901
961

gtactttccc
aaagcgagtg
gacttgggcg
ggcgacggta
aagaaaaacg
gagtcttcta
gcacgtgtaa
tacgatgata
tttttcaaag

tggagaccat
gacacgagga
agatccgcag
tcaccaattg
atcccaacta
tccgaaatgc
aaagcatctt
atccctggca
ctgatgtatt

cacccgacca
gttattcgaa
agtgtaccag
tttgccacga
caaatacact
actaagactt
gagagagagt
gaagtaaaat
aaagaaataa

gatttcataa
aaaataggtt
aaatacggaa
ggggactatc
ttaaaagtct
ggcgtagatg
gaattctctg
ctgtgcacca
tatagagctc

gcggtttcag
gggatttctc
tcgaggatca
gtctgacaga
acacctggag
ctgtaatgac
gcacacacag
aaatgactga
aaaaaaaaaa

agatgcgatt
tggcaacgag
catttggcaa
agctatgaaa
cattgacaaa
taattatcca
gatggcaaca
ctgcaaggaa
aaa
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