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RESUMO

O género Loxosceles inclui varias espécies popularmente conhecidas como
aranhas-marrons. O envenenamento pode causar, entre outras
manifestacdes clinicas, reac¢des inflamatérias que incluem aumento da
permeabilidade vascular, infiltrado leucocitario, rash cutaneo e exantema
pustuloso. Relatos de acidentes com animais peg¢onhentos comumente
causam reacOes alérgicas assim como choques anafilaticos. As moléculas
descritas no veneno de Loxosceles intermedia incluem fosfolipases-D,
hialuronidases, metaloproteases e toxinas nao-enzimaticas. Devido ao
pequeno volume produzido e a baixa representatividade dessas toxinas no
veneno, técnicas de biologia molecular permitem a identificacdo e expressao
de varias dessas toxinas. A partir de uma biblioteca de cDNA de Loxosceles
intermedia foi identificado um transcrito que apresentou identidade com
alérgenos presentes em uma espécie de vespa e formiga. A sequéncia
nucleotidica dessa proteina homdéloga a alérgeno possui 415aa. Por meio de
predicdo da sequéncia aminoacidica foram encontrados possiveis sitios de N-
glicosilagéo. Segundo o banco de dados ProtParam esta molécula pertence a
uma familia de proteinas ricas em cisteinas. O objetivo deste trabalho foi a
clonagem, expressao heterdloga e avaliacdo da sua atividade biol6gica de
uma possivel toxina alergénica presente no veneno de Loxosceles intermedia,
com o intuito de compreender o papel desta no loxoscelismo. De acordo com
a nomenclatura da area (WHO/IUIS): a toxina recombinante foi denominada
Lox i 1. Foram utilizados modelos heterdlogos de expressao procariético
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS e modelo eucariotico Pichia pastoris X-33.
A ligagédo da sequéncia nucleotidica do alérgeno Lox i 1 foi obtida em vetor de
expressdo pET-20b e pPICZaC, assim como, a transformacdo destas
construgdes em E. coli e P. pastoris, respectivamente. Por meio de testes de
indugdo nas concentragdes de 0,1 a 1,0mM de indutor a 37° C n&o houve
expressao da proteina recombinante. Entretanto, foi possivel obter a toxina
recombinante em cultura de leveduras Pichia pastoris, cuja a padronizagao foi
feita em 1% de metanol a 30% C por 5 dias. A purificacdo foi feita por
cromatografia de afinidade utilizando resina Ni-NTA em pH 9,0. Analises
espectroscopicas em Dicroismo Circular foram realizadas para a formagéo de
estruturas secundérias da proteina recombinante, o que indicou o dobramento
e solubilidade da toxina recombinante em meio aquoso. Os dados da
deconvolugao indicaram 16% de +-hélice e 19% de +-folha. Os dados obtidos
permitiram investir na prospec¢ao da atividade biolégica de Lox i 1 por meio
de um ensaio de Permeabilidade Vascular em camundongos. O qual foi
capaz de aumentar a permeabilidade vascular em camundongos. Portanto, foi
pela primeira vez na literatura relatada a expressao e a avaliagao da atividade
biolégica de uma proteina homologa a alérgeno presente no veneno de L.
intermedia. Soma-se a isso o fato de que é crescente a utilizacdo de
alérgenos recombinantes em imunoterapia e testes diagnosticos para
hipersensibilidade. Futuramente estudos estruturais e imunolégicos de Lox i 1
irdo contribuir para um maior conhecimento das bases moleculares de
alergenicidade no loxoscelismo.

Palavras-chave: Reagdes alérgicas, Loxoscelismo, Alérgeno, Rash cutaneo.



ABSTRACT

The Loxosceles genus includes several species known as brown spiders.
The envenomation can trigger among other clinical manifestations,
inflammatory conditions including increased vascular permeability, cutaneous
rash, edema and exanthema pustulosis. Reports of accidents involving
venomous animals commonly cause allergic reactions like rash, exanthem
pustulosis and anaphylactic shock. The molecules described in the
Loxosceles intermedia venom include phospholipase-D, hyaluronidase,
metalloproteases and non-enzymatic toxins. Due to the small volume
produced and the low representation of these toxins in the venom, molecular
biology techniques allow the identification and expression of several of these
toxins. By a cDNA library of Loxosceles intermedia a sequence show identity
with allergens present in a species of wasp and ant was identified. The
nucleotide sequence of this protein homologous to allergen has 415
aminoacids. A putative N-glycosylation site was observed in this sequence.
According to the ProtParam database this molecule belongs to a family of
cysteine-rich proteins. The objective of this work was the cloning,
heterologous expression and evaluation of the biological activity of a putative
allergen toxin present in the venom of Loxosceles intermedia, in order to
further the knowledge of the loxoscelism. According to the nomenclature of
the allergens (WHO / IUIS) the recombinant toxin L. intermedia venom was
named Lox i 1. The subcloning of Lox 1 was obtained in vector pET-20b and
pPICZaC to use heterologous expression with a prokaryotic model, E. coli
BL21(DE3)pLysS, and eukaryotic model Pichia pastoris X-33. The test of the
recombinant protein expression was performed from 0.1 to 1.0 mM IPTG
concentrations at 37° C. However, it was only possible to obtain the
recombinant toxin in cultured yeast Pichia pastoris, whose standardization
parameters was 1 % methanol at 30°C for 5 days. Purification was performed
by affinity chromatography using Ni-NTA resin with pH 9.0. Analysis by
Dichroism Circular were performed for analyses of Lox i 1 secondary
structures and solubility The data indicated the deconvolution of 16 % * -
helix of £ 19% sheet. The biological activity of Lox i 1 was tested by vascular
permeability assay in mice. The Lox i 1 was able to increase vascular
permeability in this model. For the first time is report in the literature the
heterologous expression and evaluation of biological activity of a protein
homologous to allergens present in the venom of L. intermedia. In addition,
future structural and immunological studies of Lox i 1 will contribute to a
better understanding of the molecular basis of allergenicity in loxoscelism.

Key words: Allergic reactions, Loxoscelism, Allergen, Cutaneous rash.
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1 INTRODUCAO

As aranhas do género Loxosceles possuem uma coloracdo que varia entre
marrom claro a marrom escuro e devido a isso sdo popularmente conhecidas como
aranhas-marrons. Além disso, também sao conhecidas como aranhas-violino, uma
vez que apresentam uma marca semelhante ao formato desse instrumento na regiao
dorsal do cefalotérax (HOGAN et al., 2004; DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992).
No Brasil a ocorréncia de espécies de aranhas do género Loxosceles é ampla, de
modo que até a presente data foram identificadas 12 espécies diferentes
(GONCALVES-DE-ANDRADE et al., 2012). Dentre estas espécies, 4 podem ser
encontradas no Estado do Parana (MARQUES-DA-SILVA e FISCHER, 2005), sendo
que as espécies Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e Loxosceles laeta
possuem maior importancia médica por apresentarem maior frequéncia em
acidentes com humanos. Acidentes com aranhas-marrons caracterizam-se como um
problema de saude publica no Estado do Parana, com um numero médio de 5.417
acidentes por ano. No ano de 2013 foram registrados, no referido estado, 4.140
acidentes com Loxosceles sp (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO — SINAN, 2013).

O termo loxoscelismo é empregado para caracterizar o conjunto de
manifestacdes clinicas decorrentes do envenenamento induzido pela picada de
espécies do género Loxosceles. Pode-se apresentar em dois quadros que podem
ocorrer concomitantemente ou n&o, denominados loxoscelismo cutaneo e
loxoscelismo sistémico (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992). O loxoscelismo
cutdneo é o quadro clinico relacionado ao local da picada, incluindo sinais e
sintomas como: eritema, edema, isquemia do tecido local, rash cutdneo, hemorragia
e lesdo dermonecréticas com espalhamento gravitacional, além da formagdo da
placa marmérea, caracterizada por uma area de tecido isquémico circundado por um
halo vermelho e zonas palidas (FUTRELL, 1992; MALAQUE et al., 2011; ISBISTER
e FAN, 2011; CHATZAKI et al., 2012). O loxoscelismo sistémico € comumente
relacionado aos casos mais severos, porém ocorre com menor frequéncia se
comparado ao loxoscelismo cutaneo. O sintoma caracteristico do loxoscelismo
sistémico é a anemia hemolitica intravascular. Também podem ser observadas

alteragbes no quadro hemolitico como coagulagdo intravascular disseminada e
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trombocitopenia decorrente da agregacao plaquetaria, além de outros achados
clinicos como a reducao do hematdcrito, aumento de bilirrubina indireta, ictericia,
hemoglobindria e disturbios como insuficiéncia renal aguda (IRA) (MALAQUE et al.,
2011).

Estudos demonstram que o veneno loxoscélico € um composto cristalino
constituido principalmente por enzimas e peptideos, sendo produzido por um par de
glandulas localizado no cefalotérax do animal (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL,
1992; APPEL et al, 2005). O perfil proteico do veneno apresenta
predominantemente moléculas de baixa massa molecular (1-45 kDa) (DA SILVA et
al., 2004; APPEL et al, 2005; DA SILVEIRA et al, 2002). Dentre elas
hialuronidases, fosfolipases-D, serinoproteases, metaloproteases, e toxinas
inseticidas, sendo que as fosfolipases-D s&o as enzimas do veneno melhor
caracterizadas (CHAIM et al., 2011a; SENFF-RIBEIRO et al., 2008, FERRER et al.,
2013).

Os eventos inflamatorios relacionados ao loxoscelismo estdo sobre constante
investigacao. Paludo e colaboradores (2009), relacionaram o papel de mastécitos e
de receptores de histamina com a atividade inflamatéria do veneno. A histamina &
uma bioamina classicamente envolvida com o desenvolvimento de quadros de
inflamacao aguda e reacdes de hipersensibilidade. Além da histamina presente no
veneno, foi sugerido que outros componentes desse podem estar envolvidos na
liberacao da histamina de mastécitos, sugerindo a participacdo de mais de uma
molécula nos eventos de hipersensibilidade ao veneno. Sade e colaboradores
(2012) identificaram e caracterizaram uma proteina (TCTP) que esta intimamente
ligada com o processo de degranulagado de mastocitos e aumento da permeabilidade
vascular (RATTMANN et al., 2008; PALUDO et al., 2009; SADE et al., 2012).

Embora muitos dos eventos inflamatérios desencadeados pelo veneno
loxoscélico ja foram esclarecidos, eventos ainda permanecem sem esclarecimento.
Na literatura € possivel encontrar poucos relatos envolvendo eventos alérgicos
relacionados a acidentes com aranhas do género Loxosceles sp, porém sabe-se que
esses dados sao subestimados devido ao baixo numero de notificacées doas casos
(PIPPIRS et al., 2009; MAKRIS et al., 2009; LANE et al., 2011).

Em contrapartida, é crescente o numero de estudos relacionados a eventos
alérgicos desencadeados por acidentes envolvendo picadas de artrépodes, como

por exemplo abelhas, formigas e vespas. Uma significativa quantidade de moléculas
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alergénicas clonadas, expressas e cristalizadas em sua forma heter6loga (ARLIAN
2002; VALENTA et al., 2011 SHAH et al., 2011), o que vem identificando um grande
namero de alérgenos presentes em venenos e secrecoes bucais de artropodes
principalmente em insetos (ARLIAN 2002; RAMOS et al., 2007; SHAH et al., 2011).
A identificacdo de alérgenos recombinantes provenientes de venenos animais traz
consigo uma importante fonte biotecnolégica para a elaboracao de novas estratégias
de imunoterapia utilizando alérgenos recombinantes. Estas moléculas produzidas de
forma heter6loga fornecem uma alternativa para testes de diagnostico para
sensibilidade alérgica assim como seu uso em terapias de dessensibilizagdo, como
a imunoterapia subcutanea, uma vez que esses alérgenos podem ser manipulados
para obtencdo de sua forma hipoalergénica (PAULI & DEVILLER et al., 2000;
VRTALA et al., 2004) .

Ferrer (2010) obteve por meio técnicas de biologia molecular uma sequéncia
nucleotidica que apresenta identidade com alérgenos a partir de uma biblioteca de
cDNA da glandula de veneno de L. intermedia. Porém, até o presente trabalho essa
molécula na havia sido caracterizada. Sendo assim, € muito importante que sejam
feitos estudos prospectivos desta molécula em sua forma ativa.

O uso da tecnologia do DNA recombinante para expressdo de proteinas em
modelos procariéticos € uma importante alternativa para obtencdo de novas
ferramentas biotecnolégicas para melhor elucidar o loxoscelismo (SENFF-RIBEIRO
et al., 2008). Porém essas moléculas, em alguns casos, sdo obtidas em sua forma
insoluvel e presentes em corpos de inclusdo, muitas vezes, devido a auséncia de
modificagdes co-traducionais e pos-traducionais nos modelos de expressao
procariéticos. Frente ao problema da insolubilidade métodos de redobramento e
renaturagdo in vitro (refolding) demandam tempo e sdo muitos dispendiosos,
revertendo muitas vezes em pouco beneficio ou rendimento. Desse modo, em
muitos casos, € necessario o uso de modelos eucaridticos, como leveduras (Pichia
pastoris e Saccharomyces cereviseae), que em alguns casos possibilita a obtengéao
dessas proteinas recombinantes em sua forma ativa (BUCKHOLZ et al., 1991;
SUDBERY et al, 1996; MOKDAD-GARGOURI et al., 2012). E cada vez mais
significativo o niumero de estudos envolvendo expressao de alérgenos em modelo
eucariotico de Pichia pastoris, devido a exigéncia das modificagdes pos-traducionais
nessas moléculas, que em sua grande maioria sdo glicoproteinas de alta massa
molecular (VINZON et al.,2010; BORODINA et al.,2011). Um exemplo importante na
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literatura relacionado ao tema deste projeto é a caracterizacdo de um dos alérgenos
presentes no vestibulo bucal da mariposa Polybia scutelaris, no qual, Vinzén e seus
colaboradores (2010) obtiveram em sua forma recombinante o alérgeno denominado
Poly s 5 antigen 5 (VINZON et al.,2010).

A obtencao de alérgenos recombinantes traz consigo um potencial de seu uso
biotecnolégico na area biomédica. E pelo mesmo motivo a prospeccao de toxinas
recombinantes presentes no veneno de aranhas do Género Loxosceles sp se torna
importante. Mesmo com a escassez de dados sobre moléculas alergénicas de
aranhas do Género Loxosceles sp, acredita-se que estas enzimas possuam ampla
aplicagéo biotecnologica (CHAIM et al., 2011a; SENFF-RIBEIRO et al., 2008). O
presente trabalho apresenta a obtengcdo de uma proteina homodloga a alérgeno
presente no veneno de L.intermedia prospectada de forma recombinante por
expressdo em cepas de Escherichia coli e Pichia pastoris. Esse trabalho contribui
para o melhor entendimento do loxoscelismo sistémico e demonstra pela primeira
vez uma toxina presente no veneno de Loxosceles sp expressa em modelo de

Pichia pastoris.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARANHAS DO GENERO Loxosceles sp

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Loxoscelidae
(Sicariidae), subordem Labidognatha, ordem Araneida, classe Arachnida e filo
Arthropoda (RUPPERT et al., 2005; PLATNICK, 2013). Estas aranhas sao
conhecidas popularmente como aranhas-marrons ou aranhas-violino, devido a
coloragdo e a presenca de uma marca com um formato de um violino na regiao
dorsal de seu cefalotérax (Figura 1). A marca com o formato de violino € uma das
formas de identificacdo destas aranhas. Outra caracteristica determinante para a
identificacdo deste género é disposicado e numero de olhos, sendo 6 olhos
separados em 3 diades formando um semicirculo (HOGAN et al., 2004; DA SILVA et
al., 2004; SWANSON e VETTER, 2006; SAUPE et al., 2011).

Possuem coloracao caracteristica variando de marrom claro a marrom escuro.
Elas podem viver em média de 3 a 7 anos e suportam condicées extremas, como a
falta de alimento e agua, e temperaturas que variam entre 8°C a 43°C (DA SILVA et
al., 2004; FUTRELL, 1992; FISCHER e VASCONCELLOS-NETO, 2005). As aranhas
do género Loxosceles geralmente se alimentam de presas vivas, contudo, foi
verificado que a espécie Loxosceles reclusa possui preferéncia por presas ja mortas
(DA SILVA et al., 2004; SANDIDGE, 2003). Acredita-se que a fungao primaria do
veneno destes animais € paralisar e matar as presas, bem como iniciar a digestao
das mesmas. Apesar de se enquadrarem em um dos géneros que estdo envolvidas
em acidentes com humanos, as aranhas-marrons ndo possuem comportamento
agressivo e picam somente para se defender, sendo que a maioria dos acidentes
ocorre quando comprimidas no corpo no ato de vestir-se, calgar-se, enxugar-se ou
durante o sono (FUTRELL, 1992; VETTER e ISBISTER, 2008; ISBISTER e FAN,
2011; RASH e HODGSON, 2002).

Sao animais sedentarios, com habitos noturnos e preferem lugares escuros
(DA SILVA et al., 2004; MALAQUE et al., 2002 e 2011). Em seu habitat natural,
estas aranhas se encontram dentro de fendas, sob pedras, troncos de arvores e
restos de vegetais. Contudo, sdo animais muito bem adaptados as condigdes

intradomiciliares, desta forma favorecendo a ocorréncia de acidentes com os
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humanos, uma vez que as aranhas-marrons podem se instalar atras de quadros,
dentro da mobilia, roupas e sapatos, onde ndo ha contato direto com a luz
(FISCHER e VASCONCELLOS-NETO, 2005; GONCALVES-DE-ANDRADE e
TAMBOURGI, 2003).

Loxosceles intermedia

FIGURA 1 — ARANHAS DA ESPECIE Loxosceles intermedia REPRESENTANDO O GENERO
Loxosceles. (A) Dimorfismo sexual de aranhas da espécie Loxosceles intermedia. Adaptado de
CHAIM et al., 2011a. (B) A seta demonstra o violino, marca caracteristica entre aranha do género; A
estrela indica a disposicao dos olhos agrupados em 3 diades. Adaptado de CHAVES-MOREIRA,
2008;

2.2 LOXOSCELISMO E EPIDEMIOLOGIA

O termo loxoscelismo € usado para caracterizar manifestagdes clinicas
decorrentes do envenenamento através da picada de espécies de Loxosceles, o
qual pode se apresentar em dois quadros: loxoscelismo cutaneo e loxoscelismo
sistémico, também conhecido como loxoscelismo viscerocutdneo ou loxoscelismo
cutaneo-hemolitico (MALAQUE et al,, 2011).

A picada da aranha-marrom é descrita como indolor. Apds cerca de 2 a 8
horas apds a picada, a dor pode variar de leve a severa e € relatada como
“gueimagao” localizada (FUTRELL, 1992; MADSEN e ELFAR, 2010).

As trés espécies de maior importancia médica sao L. intermedia, L. laeta e L.
gaucho, sendo que a L. intermedia € a espécie mais abundante no estado e
principalmente na cidade de Curitiba e Regido Metropolitana (MALAQUE et al.,
2002; GONCALVES-DE-ANDRADE et al., 2012). Acidentes com aranhas-marrons
caracterizam-se como um problema de saude publica no Estado do Parana, com um

namero médio de 5.417 acidentes por ano (SINAN 2013). A maior ocorréncia de
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acidentes com estas aranhas se da nos meses mais quentes do ano, principalmente

no verdao, onde se verifica maior atividade destes animais (MALAQUE et al., 2011).

2.2.1 Loxoscelismo cutaneo

O loxoscelismo cutaneo é o quadro clinico mais comum na maioria dos casos
chegando de 84 a 97% dos casos notificados. Os sinais e sintomas iniciais apds a
picada sao dor leve e eritema, sendo que ao longo do desenvolvimento da leséo,
poucas horas apls a picada, observam-se sintomas como edema, isquemia do
tecido local, hemorragia e lesGes dermonecréticas com espalhamento gravitacional,
além da formagao da placa marmoérea (FUTRELL, 1992; ISBISTER e FAN, 2011;
CHATZAKI et al., 2012).

Ap6és 72 horas do envenenamento, na auséncia de intervengao
medicamentosa, sdo encontradas algumas evidéncias de necrose. Em um periodo
de cerca de 5 a 7 dias, a lesado evolui para uma ferida rigida e seca com bordas bem
delimitadas, resultando na formacédo de uma escara de dificil cicatrizagcdo ao longo
do tempo (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992; ISBISTER e FAN, 2011; APPEL
et al., 2005; CHAIM et al., 2011a; SCHENONE et al., 1989). Como resultado, apds 2
a 3 semanas, a formacao de Ulceras crdnicas e destruicao do tecido onde ocorreu a
inoculagao inicial do veneno podem ocorrer, sendo necessario, em muitos casos,
reparacgao cirurgica (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992) (Figura 2).

Alem disso, o loxoscelismo cutdneo esta associado a sintomas sistémicos
como dores de cabeca, ndusea, vomito, prurido e febre nas primeiras 24 — 48 horas
apés o acidente (DA SILVA et al, 2004; FUTRELL, 1992; WASSERMAN e
ANDERSON, 1983; SAMS et al., 2001).
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FIGURA 2 - LOXOSCELISMO CUTANEO. (A) Lesdo cutanea tipica de acidente loxoscélico com local
da picada evidenciado pela estrela e caracteristico espalhamento gravitacional demonstrado pela
seta. (B) Placa marmérea. (C) Escara necrética. (D) Cicatriz apoés 3 meses do acidente. Adaptado
de CABRERIZO et al., 2009.

2.2.2 Loxoscelismo sistémico

Algumas vitimas podem desenvolver a forma mais grave de loxoscelismo, que
corresponde ao quadro cuténeo-visceral ou sistémico. O loxoscelismo sistémico
severo é raro, no entanto em alguns casos 0 comprometimento sistémico pode levar
a vitima a ébito (da SILVA et al., 2004; de SOUZA et al., 2008; APPEL et al., 2005).
Os registros de pacientes que desenvolveram o loxoscelismo sistémico variam de
acordo com a espécie envolvida no acidente. E relatado que os casos mais
frequentes de pacientes que desenvolveram lesdes sistémicas ocorreram apos
acidentes com aranhas da espécie Loxosceles laeta (SCHENONE et al., 1989;
SEZERINO et al., 1998), sendo que este tipo de lesdo ocorre com menos frequéncia
em acidentes com aranhas das espécies Loxosceles gaucho (MALAQUE et al.,
2002) e Loxosceles reclusa (WRIGHT et al., 1997; MCDADE et al., 2010; ROSEN et
al., 2012).

Nos casos de loxoscelismo sistémico severo sdo observadas alteragdes no

quadro hemolitico como trombocitopenia decorrente da agregacao plaquetéria e
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coagulacao intravascular disseminada, além de outros disturbios como a redugéo do
hematdcrito, aumento de bilirrubina indireta, ictericia, hemoglobinuaria e insuficiéncia
renal aguda (IRA) (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992; CHAIM et al., 2006;
LUCATO et al., 2011). Apesar de ocorrer em menor incidéncia, alguns casos de
loxoscelismo podem levar a Obito devido a disturbios hematoldgicos e lesdes renais
(DA SILVA et al., 2004; LUCATO et al., 2011).

O quadro de injuria renal foi descrito como sendo resultado dos disturbios da
hemostase e da reacao inflamatéria exacerbada em resposta ao veneno, porém,
mais recentemente, pode-se constatar que componentes do veneno podem ligar-se
diretamente a estruturas renais. Foi demonstrada a agéo direta sobre tecido renal de
uma isoforma da enzima fosfolipase D. A enzima foi capaz de provocar alteragdes
na estrutura renal semelhantes aquelas causadas pelo veneno total, ligando-se as
células renais, com efeito citotoxico dependente de sua atividade catalitica
(LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al., 2006; KUSMA et al., 2008; LUCATO et al.,
2011). O quadro de injuria renal foi descrito como sendo resultado dos disturbios da
hemostase e da reacdo inflamatéria exacerbada em resposta ao veneno, porém,
mais recentemente pdde-se constatar que componentes do veneno podem ligar-se
diretamente a estruturas renais (TAMBOURGI et al.,, 1998; CHAIM et al., 2006;
KUSMA et al., 2008). E descrito que o quadro mais frequente no loxoscelismo
sistémico € a presenga de hemolise intravascular, sendo a insuficiéncia renal aguda
mais rara e associada a um quadro de hemdlise macica (MALAQUE et al., 2011).

Em quadros de loxoscelismo sistémico sdo encontrados também outros
sintomas nao especificos como astenia, febre, episdédios eméticos, alteracdes
sensoriais, cefaléia e insénia; dentre 0os casos mais graves ocorrem convulsées e
coma, podendo também ocorrer prurido generalizado e petéquias (SCHENONE et
al., 1989; FUTRELL, 1992; ISBISTER e FAN, 2011; ROSEN et al., 2012).

Ainda em relagdo aos sintomas inespecificos do loxoscelismo sistémico, ha
também relatos de reacgbes sistémicas de hipersensibilidade causadas apbs a
picada das espécies de L. reclusa e L. rufescens. Os eventos de hipersensibilidade
sdo mais comuns em individuos atopicos (com predisposicao a hipersensibilidade) e
os principais achados clinicos s&o rash cutdneo e exantema pustuloso generalizado.
O qual se caracteriza pelo aparecimento de pustulas de agua estéreis ou pustulosas
sobre uma pele eritematosa acompanhada, geralmente, de febre e leucocitose

(Figura 3). Embora seja de ocorréncia incomum, Robb e colaboradores (2007)
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destacam que reacdes sistémicas a partir do envenenamento podem ser fatais e os
estudos sobre loxoscelismo deveriam ter maior atengdo para pacientes que
apresentam o quadro exantematico generalizado (DONEPUDI et al., 2005; KING et
al., 2007; ROBB et al., 2007; MAKRIS et al., 2009; PIPPIRS et al., 2009; LANE et al.,
2011).

FIGURA 3 - ENXANTEMA PUSTULOSO GENERALIZADO CAUSADO POR PICADA DE ARANHA
DO GENERO Loxosceles. (A) Pustulas generalizadas distribuidas uniformemente sobre todo o corpo.
(B) Detalhe da pustulas na regido do ombro. (C) Local da picada. (D) Analise histopatolégica de
pustula subcornea e intraepidérmicas corada com Hematoxilina e Eosina. A pustula é preenchida com
neutréfilos e alguns eosindfilos. A derme exibe intenso infiltrado inflamatério. Adaptado de PIPPIRS
et al., 2009.

2.3 VENENO DE ARANHAS DO GENERO Loxosceles sp

O veneno de Loxosceles € um liquido cristalino e incolor, de natureza
essencialmente proteica, produzido por um par de glandulas situadas no cefalotérax,
ligadas a um par de queliceras (dos SANTOS et al., 2000). E composto basicamente
por enzimas e moléculas biologicamente ativas. No veneno sdo encontradas

proteinas de alta massa molecular pouco expressa e um grande conteudo de
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proteinas de baixa massa molecular. Os venenos das espécies L. laeta, L.
intermedia e L. reclusa possuem o mesmo perfil eletroforético, apresentando as
principais bandas entre 30 e 35 kDa (Figura 4). A quantidade de veneno produzida é
variavel entre as espécies de aranha marrom, pelo tamanho e sexo do animal, entre
outros fatores (de OLIVEIRA et al., 2005).

kDa FIGURA 4-PERFIL DO VENENO DEL. intermedia. (A) Perfil eletroforético
130 = em SDS-PAGE de amostras reduzidas e (B) ndo reduzidas. As massas
moleculares estao representadas a esquerda da figura.

100 = Adaptado de: GREMSKI et al., 2010

70 -
. A quantidade de veneno produzida é variavel entre as
espécies de aranha-marrom, de acordo com o tamanho e
e sexo do animal, disposi¢do de alimento, entre outros fatores
- R — (DE OLIVEIRA et al, 1999; DE OLIVEIRA et al., 2005;

— TAMBOURGI et al, 2010). O volume meédio de veneno

inoculado por aranhas adultas do género Loxosceles durante

oo

19= a picada é de aproximadamente 4uL e contém de 30 a 100ug
ss- @88 B | de proteinas (SAMS et al, 2001; TAMBOURGI et al, 2010).
O conteudo total do veneno ainda nao é totalmente

A B esclarecido, sabe-se que além da grande quantidade de

proteinas, a mistura também é constituida por acidos nucléicos, aminoacidos livres,
poliaminas neurotéxicas, monoaminas e sais inorganicos (ESCOUBAS et al., 2000).
E consenso de que os eventos desencadeados pela picada de aranhas do género
Loxosceles é devido ao efeito sinérgico de suas toxinas, ainda assim alguns autores
destacam o papel da histamina em eventos inflamatérios, causando vasodilatagéo,
aumento da permeabilidade vascular e infiltragcdo de neutrdéfilos. Assim, os eventos
inflamatorios iniciais provocados pelo veneno de aranha marrom poderiam estar
relacionados com o conteudo de histamina no veneno na degranulagdo de
mastécitos (RATTMANN et al., 2008; PALUDO et al., 2009).

A identificacdo das toxinas presentes no veneno de aranhas do género
Loxosceles tem sido o foco de muitos estudos, sendo que algumas toxinas ja foram
identificadas e caracterizadas bioquimicamente e biologicamente (DA SILVA et al.,

2004; APPEL et al., 2005). Dentre estas toxinas podem ser citadas: fosfatase
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alcalina, 5’-nucleotideo fosfohidrolases (FUTRELL, 1992), nucleosideos sulfatados
(SCHROEDER et al., 2008), hialuronidades (BARBARO et al., 2005; YOUNG e
PINCUS, 2001; DA SILVEIRA et al., 2007b; FERRER et al., 2013) , fosfolipases-D
(CHAIM et al., 2006; DE ANDRADE et al., 2005; DA SILVEIRA et al., 2006; APPEL
et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2007c; VUITIKA et al., 2013), serinoproteases
(VEIGA et al., 2000b), metaloproteases (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2000a;
VEIGA et al., 2001a; VEIGA et al., 2001b; TREVISAN-SILVA et al., 2013), e toxinas
inseticidas (DE CASTRO et al., 2004; MATSUBARA et al., 2013).

Dos componentes presentes no veneno de L. intermedia, as proteinas melhor
caracterizadas sado as pertencentes a familia de toxinas dermonecréticas ou familia
Loxtox. Sao enzimas do tipo fosfolipase D, e estdo envolvidas com os efeitos mais
toxicos do veneno. Sejam as de origem do veneno bruto ou as obtidas através de
técnicas de biologia molecular, estas toxinas sado capazes de induzir
experimentalmente dermonecrose, resposta inflamatoria, agregagcdo plaquetéria,
hemolise, aumento da permeabilidade vascular, nefrotoxicidade, letalidade em
camundongos e efeitos citotdéxicos em linhagens celulares estabelecidas, assim
como estudos estruturais revelam indicios do mecanismo catalitico dessas enzimas
(FUTREL, 1992; da SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005; CHAIM et al., 2006; da
SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007b; RIBEIRO et al., 2007; APPEL et
al., 2008; ULLAH et al., 2011; VUITIKA et al., 2013, WILLE et al., 2013).

O mecanismo de acao das fosfolipases ainda nao foi totalmente esclarecido,
mas acredita-se que a hidrdlise de lipidios, gerando mediadores como ceramida-1-
fosfato e acido lisofosfatidico, que possa ativar determinadas vias de sinalizacédo
causando as alteragdes fisiopatoldgicas e os efeitos deletérios destas toxinas (LEE
& LYNCH, 2005; KUSMA et al., 2008; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; ULLAH et
al., 2011; VUITIKA et al., 2013; WILLE et al., 2013).

Quanto as metaloproteases, foram caracterizadas como sendo moléculas de
baixa massa molecular com atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica (20-28
kDa) e gelatinolitica (32-35 kDa). Foram primeiramente descritas no veneno de L.
intermedia e posteriormente nos venenos de L. laeta, L. gaucho e L. rufescens. A
atividade destas esta possivelmente relacionada a disturbios hemostéticos tais como
hemorragia da derme e injuria de vasos sanguineos (da SILVEIRA et al., 2007;
TREVISAN-SILVA et al., 2010; SENFF-RIBEIRO et al., 2008; TREVISAN-SILVA et
al., 2013)
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Sao descritas na literatura duas serinoproteases (85 e 95 kDa) com atividade
gelatinolitica, possivelmente relacionadas com a atividade toxica do veneno de L.
intermedia. Estas proteases degradando proteinas da matriz extracelular ou de
membranas basais podem estar envolvidas também com disturbios hemorragicos,
agravamento da lesdo dermonecrética e aumento da permeabilidade vascular (da
SILVA et al., 2004; da SILVEIRA et al., 2002, 2007).

Outras enzimas caracterizadas nos venenos loxoscélicos que exibem acao
sobre componentes da matriz extracelular sdo as hialuronidases. Acredita-se que
estas enzimas atuem degradando glicosaminoglicanos e funcionem como um fator
de espalhamento do veneno, contribuindo para sua toxicidade (BARBARO et al.,
2005; da SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al., 2013).

Em 2010, GREMSKI e seus colaboradores desenvolveram um importante
estudo o qual analisou o transcriptoma da glandula produtora de veneno de L.
intermedia. A analise do perfil dos transcritos da glandula produtora de veneno de
Loxosceles intermedia (Figura 5) demonstrou que aproximadamente 43% dos
transcritos obtidos correspondem a toxinas. Foram identificados transcritos com
identidade para metaloproteases astacin-like (23%), peptideos inseticida similares a
notinas (53,5%), alérgenos (0,2%), proteina tumoral controlada traducionalmente
(TCTP) (0,4%), inibidores de serinoproteases (0,1%) e neurotoxinas similares a
Magi-3 (2,4%) (GREMSKI et al., 2010).
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FIGURA 5 — TRANSCRIPTOMA DA GLANDULA DE VENENO DE Loxosceles intermedia. (A)
Proporgdes dos transcritos agrupados de acordo com suas classes. Adaptado de GREMSKI et al.,
2010.

Esses transcritos encontrados demonstraram maior similaridade com
moléculas descritas em aranhas da espécie Lycosa sigoriensis e com a espécie de
escorpido Opisthacanthus cayaporum (GREMSKI et al., 2010). O que corrobora com
outro estudo de transcriptoma da glandula produtora de veneno de L. laeta que
revelou um grupo de transcritos com identidade com alérgenos de vespas (Vespula
vulgaris, Dolichovespula maculata) (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008). Em um
estudo de analise protebmica de L. reclusa, feito por dos Santos e colaboradores
(2009) foi observado a possivel ocorréncia de uma proteina alergénica homoéloga a

um alérgeno de acaro (/xodes scapularis) (dos SANTOS et al., 2009)

2.4.1 Reag0es alérgicas, eventos de hipersensibilidade e o loxoscelismo

Doencas alérgicas sado disturbios imunoldgicos que afeta 40% da populagao
mundial. As moléculas que induzem reagdes alérgicas podem ser inaladas,
injetadas, ingeridas e absorvidas através da pele ou mucosas. Um imundégeno é uma

substancia que é capaz de provocar uma resposta imune. Quando este é capaz de
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induzir respostas com anticorpo tipo Imunoglobulina E (IgE) é denominado alérgeno.
O aumento na producao de IgE é uma resposta comum a antigenos sendo um
marcador para doencgas atdpicas como asma brénquica, renite alérgica e dermatites
atépicas (HAMELMANN et al., 1999; PARHAM, 2001; ARLIAN , 2002).

As pessoas que reagem a alérgenos sdo ditas ser alérgicas ou atdpicas. As
reacdes de hipersensibilidade sdo agrupadas em quatro tipos, de acordo com os
mecanismos efetores que produzem a reacdo (PARHAM, 2001). A reagado de
sensibilidade que ocorre dentro de minutos de exposicdo € referida como
hipersensibilidade tipo | ou imediata; € mediada por IgE e o mecanismo se faz
através da ativagcdo de mastdcitos. Substancias liberadas durante uma reacgéo
imediata podem induzir uma reagao inflamatéria localizada e tardia (4 - 48h)
envolvendo infiltracdo e acumulo de neutrdfilos, eosinofilos, baséfilos, macréfagos e
linfécitos. Essas células e seus produtos podem exacerbar a reacéao inicial (KINET et
al., 1990; ARLIAN, 2002) (Tabela 2). Vale ressaltar que embora individuos atépicos
tenham uma significante resposta inflamatéria bem descrita, alguns individuos
normais (ndo atépicos) também podem desenvolver uma leve resposta inflamatoria.
Isso se deve ao fato de que muitas toxinas podem atuar como moléculas pro-
inflamatérias imundgenas desencadeando eventos inespecificos iniciais de uma
inflamacdo comum. Desse modo, a acao especifica de alguma molécula, ou o
sinergismo entre as moléculas presentes nos venenos como a histamina presente,
por exemplo, no veneno de L. intermedia podem auxiliar nos primeiros processos
inflamatérios (PALUDO et al., 2009).

A marca de uma reacao alérgica é a mediacao por IgE, sendo o principal
marcador bioquimico em diagndsticos de alergia. Reag¢des alérgicas ndo mediadas
por IgE existem, mas o mecanismo é pobremente entendido ainda como € o caso de
fatores de liberacdo histaminérgicos, cujos quais possuem a capacidade de
degranular mastécitos e/ou ativar basofilos diretamente (GALLI et al., 1993; ARLIAN,
2002).

As reacdes de hipersensibilidade do tipo Il sdo causadas por moléculas
pequenas que se ligam covalentemente a alguns componentes da superficie das
células, produzindo estruturas modificadas que sao reconhecidas como estranhas. A
resposta de células B a esses novos epitopos produz Imunoglobulina do tipo G
(IgG). A hipersensibilidade do tipo Ill é causada pelos imunocomplexos que se

depositam na parede dos vasos sanguineos ou pulmdes causando uma resposta



31

inflamatoria. Ja a hipersensibilidade do tipo |V é causada pelos produtos de células

T efetoras especificas para o antigeno (PARHAM, 2001).

TABELA 1- TIPOS DE REAGOES DE HIPERSENSIBILIDADE

. . tipe-lil .
. tipo-l tipo-li tipo-IV
caracteristicas | afilatico) (citotéxico) (complexo (tipo tardio)
imune)
anticorpo IgE IgG, Ig IgG, Ig Nenhum
. . : . tecidos &
antigeno exdgeno supetficie celular soluvel -
argaos
tempo de 15-30 minutos minutos-horas 3-8 horas 43-72 horas
resposta
eritema e .
_— : . : eritema e
aparéncia inflamacsio lise & necrose edema, :
calosidade
necrose
_ _ basdfilos & anticorpo & complemento &  mondcitos e
histologia - . s
eosindfilos complemento neutréfilos linfacitos

FONTE: PARHAM, 2001

A IgE é responsavel pela maioria das respostas alérgicas. A producéao de IgE
é favorecida quando o sistema imune € desafiado com pequenas quantidades de
antigeno e tendo ainda a citocina IL-4 presente no momento em que as células T
CD4 virgens sao apresentadas ao antigeno. Nessas circunstancias, tende-se a ter
uma resposta do linfécito T CD4 helper 2 (PARHAM, 2001).

2.5 EVENTOS DE HIPERSENSIBILIDADE E O LOXOSCELISMO

A prevaléncia de alergia tem aumentado de forma global nos ultimos 25 anos
juntamente com o aumento da industrializacdo. O termo Indoor allergens é uitlizado
para classificar alérgenos cujos quais estdo em contato diariamente com humanos

no ambiente doméstico e peridomiciliar. A principal fonte de indoor allergens
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conhecida é a de alérgenos derivado de artropodes que contabilizam cerca de 80%
do Reino Animalia. As duas classes de artrépodes sdo Insecta, que inclui baratas,
moscas, mosquitos, vespas, abelhas, formigas e Aracnideos, que inclui acaros,
aranhas, carrapatos e escorpides e sao importantes fontes de potentes alérgenos.
Acredita-se que os alérgenos de artrépodes domésticos, sejam o0s principais
responsaveis pela sensibilizacao e desenvolvimento de doencgas atopicas.
Embora pouco estudado e com baixa frequéncia, existem relatos que demonstram
que algumas vitimas manifestam reagdes alérgicas apdés o envenenamento por
aranha do género Loxosceles, como brevemente citado no item 2.2.2 (Figura 3).

O exantema causado pela picada de
L. reclusa e L. rufescens € uma ocorréncia
incomum. Porém, reagdes sistémicas a
partir do envenenamento podem ser fatais
e o loxoscelismo deveria ser considerado
em pacientes que vivem em areas
endémicas e que apresentam generalizada
vasculite exantematica apdés o acidente
(KING et al., 2007; ROBB et al., 2007;
MAKRIS et al., 2009; PIPPIRS et al., 2009).

O eczema caracteriza-se por uma

resposta inflamatéria que causa um

exantema crénico pruriginoso (Figura 6) e

frequentemente estd associado a altos FIGURA 6 - EXANTEMA PUSTULOSO
GENERALIZADO AGUDO CAUSADO

niveis de IgE. Porém a severidade da POR PICADA DE ARANHA L. rufescens.

. - . . Presenca de pustulas eritematosas apoés
dermatite nao € facilmente correlacionada  72h depois do envenenamento. Adaptado

MAKRIS et al., 2009.

com a exposicdo a alérgenos particulares
ou a niveis de IgE especificos para o alérgeno (PARHAM, 2001).

Peles de coelhos foram estudadas apds o envenenamento experimental com
veneno de L. reclusa. Foram estudadas amostras histologicas de 41 coelhos e os
resultados principais incluiram um infiltrado misto de células inflamatérias, necrose
do tecido de coagulacdo, e vasculite. Todas as amostras demonstraram uma zona
bem delineada de coloracao eosinofilica reconhecida como necrose coagulativa da
epiderme e da derme. A presenca de eosindfilos e neutréfilos degranulados e

macrofagos repletos de granulos eosinofilicos eram comuns. O autor ressalta que



33

eosindfilos podem ter um papel no dano tecidual apds o envenenamento (ELSTON,
2000).

2.6 ALERGENOS DE ARTROPODES

Alérgenos presentes em venenos e salivas de artrépodes tém sido
extensivamente estudados desde meados de 1970. Estudos que anteriormente
somente eram possiveis de serem feitos por meio de observagdes sintomaticas e
purificacdes parciais de extratos. Com o inicio do uso de técnicas de biologia
molecular, algumas moléculas puderam ser caracterizadas isoladamente em sua
forma recombinante ou sintética durante a década de 90. Deste modo, foi possivel
identificar e utilizar alérgenos que até o momento eram estudados e usados em
terapias de imunodessenbilizacdo a partir de extratos de glandulas de venenos e
salivares expondo paciente a riscos de efeitos colaterais e choque anafilatico
(GUPTA et al., 2004; HAMILTON et al., 2004).

Além dos alérgenos de artrépodes, muitas moléculas alergénicas também
estdo presentes nas mais variadas fontes como alimentos, plantas, poeira, saliva,
entre tantos outros e causam sérios agravos na saude de pacientes atopicos. A
identificacao do agente que desencadeia a reacao de hipersensibilidade assim como
sua fonte € um fator determinante no diagnéstico e no tratamento. Devido a isso,
criou-se a necessidade de classificar e diferenciar as fontes, as moléculas e verificar
a similaridade entre elas, com intuito de melhor entender a evolugéo e a composi¢cao
desses venenos. Os métodos para classificar e designar as fontes de alérgenos
caracterizados foi descrita por King em 1995 e Larsen em 1996, e seus respectivos
colaboradores. Brevemente, um alérgeno € descrito pelas trés primeiras letras do
género, espacado da primeira letra que define a espécie, espagado de um numeral
arabico. O numeral indica a ordem sequencial de caracterizagado do alérgeno para
aquela determinada espécie. No caso de coincidir as mesmas trés primeiras letras e
a primeira da espécie deve-se adicionar mais uma letra ao género ou a espécie
(KING et al ., 1995; LARSEN et al., 1996; BOUSQUET et al.,1998).

Alérgenos que compartilham propriedades bioquimicas, funcdes bioldgicas e
possuem mais de 50% de identidade de sequéncia aminoacidica sao classificados

no mesmo grupo. O uso dos prefixos “r",

s” e “n”, é opcional, e serve para designar
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moléculas recombinantes, sintéticas e naturais, respectivamente. Somente
alérgenos com mais de 5 % de reatividade (definido por RAST*') sdo incluidos
nessa nomenclatura (LARSEN et al ., 1996).

Segundo o banco de dados do Allergen Nomenclature Sub-committee
(WHO/IUIS) (disponivel em: http://www.allergen.org), o numero de alérgenos
descritos e ja caracterizados chega a 767 moléculas, sendo que 27% dessas
moléculas correspondem a alérgenos do filo dos artropodes em especial da ordem
himendptera, considerada a mais danosa a humanos (Tabela 2).

TABELA 2- PRINCIPAIS ESPECIES NOCIVAS DA ORDEM HIMOPTERA

Familia Espécies

Vespidae

Subfamily Vespinae
Genus Vespula (yellow jackets)

Vespula vulgaris species group V. flavopilosa, V. germanica, V. maculifrons, V. pennsylvanica,
V. vulgaris
Vespula rufa species group V. acadica, V. consorbina, V. vidua
Vespula squamosa species group V. aguamosa
Genus Dolichovespula (aerial vellow jackets)? D. maculata, D. arenaria
Genus Fespa (hornets) V. crabo, V. mandarinia

Subfamily Polistinae
Genus Polistes (paper wasps)

Subgenus Aphanilopteris P. annularis, P. apachus, P. exlamans, P. fuscatas, P. metricus
Subgenus Polistes P. dominulus
Apidae
Subfamily Apinae
Genus A pis (honey bees)* A. mellifera, A. cerana, A. dorsata
Genus Bombus (bumble bees) B. pennsyivanicus
Formicidae

Subfamily Myrimicinae
Genus Solenopsis (fire ants) S. invicta
Genus Pogonomyrmex (harvester ants)

FONTE: Adaptado de King et al., 2000

Como ja citado no item 2.3 (Figura 5), Gremski e seus colaboradores (2010)

encontraram 0.2% de transcritos na glandula produtora de veneno de L. intermedia

*' RAST é um teste in vitro utilizado para identificar a origem do processo alérgico,
através da deteccdo de anticorpo IgE especifico, presente na amostra analisada
(Método: Fluorescéncia Enzimatica — ImmunoCAP)
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que correspondem a alérgenos. Interessantemente na base de dados Allergome
(disponivel em: http.//www.allergome.org/) € possivel encontrar a descricao de
relatos publicados e reacdes alérgicas desencadeadas por picadas de L. reclusa e L.
rufescens (item 2.4.2) (PIPPIRS et al., 2009). Porém, na literatura ndo ha nenhuma
descricdo que faga mengdo a um alérgeno ja caracterizado presente em uma
espécie de aranha do género Loxosceles sp. Assim como ndao ha nenhuma
descricao de alérgeno derivado de aracnideos nos bancos de dados citados acima
(Allergen Nomenclature Sub-committee WHO/IUIS e Allergome). Embora eventos de
hipersensibilidade decorrentes do acidente com outras espécies de aranhas sejam
observados (IBISTER et al., 2003; HASAN et al., 2005, JEONG et al., 2007).

No item 2.4, foi ressaltado que 40% da populagdo sejam susceptiveis a
manifestar um evento de hipersensibilidade frente a uma molécula alergénica.
Devido a esses significantes dados, muitos desses alérgenos, tém sido
extensivamente estudados, purificados e imuno-bioquimicamente caracterizados: em
alguns casos sendo produzidos em sua forma recombinante. A seguir, é
apresentado um compilado de dados referente aos principais toxinas ja descritas

nos venenos das principais espécies da Ordem Himendptera (Tabela 3):

2.6.1 Apideos

Estudos demonstram que o veneno de abelha Apis mellifera contém 10
proteinas entre 8 e 52 kDa que se ligam a IgE de pacientes alérgicos (JEEP et al.,
1996). Perfis de ligacao de IgE para estes alérgenos podem variar entre pacientes.
Além disso, o veneno da abelha do mel contém outros componentes tais como
peptideos e histamina que também podem contribuir para a reacao alérgica. Nove
alérgenos no veneno da abelha A. mellifera ja foram caracterizados: Api m 1
(fosfolipase A2) , Api m 2 (hialuronidase), Api m 3 (fosfatase acida) e Api m 4
(melitina). Até o dado momento, somente os alérgenos Api m 1, Apim 2 e Apim 4
tem sua estruturas resolvidas por cristalografia e difracdo por raio-x (EWAN et al.,
1998; KING et al.,, 1995; KING et al.,2000; HOFFMAN et al.,1977; YUNGINGER et
al., 1998; SCOTT et al., 1990; MARKOVI-HOUSLEY et al., 1999; TERWILLIGER et
al., 1982). Com a excecao de Api m 5 (100 kDa), Api m 12 (200 kDa) e Api m 4
(3kDa) -- que é um peptideo considerado non-allergen -- todos os outros alérgenos



36

possuem de baixa a média massa molecular de 16-50kDa. Isso demonstra uma
complexa composi¢cao com um amplo espectro de proteinas. Outros alérgenos estao
sendo caracterizados, porém pouco se sabe sobre suas estruturas ou mecanismos
de acao (BLANK et al, 2010; KETNER et al, 2001; PEIREN et al, 2006;
GEORGIEVA et al., 2010; BLANK, 2012 e 2013).

As picadas da abelha Bombus pennsylvanicus conhecida popularmente na
América do norte, onde sdo mais encontradas, como mamangaba, ndo sao muito
comuns (especialmente na América do sul), porém, alguns casos de reacdes
alérgicas desencadeadas por suas picadas ja foram relatados (BARNARD et
al., 1966, DONNAVAN et al., 1978, KOCHUYT et al.,1993; BUCHER et al., 2001;
GROOT et al., 2006). A abelha B. pennsylvanicus contém dois alérgenos ja
caracterizados em seu veneno. Bom p 1 (fosfolipase A2) e Bom p 4 (protease) .
Interessantemente Api m 1 e Bom p 1, duas fosfolipases A2, demonstram identidade
entre si, enquanto que quando comparada a Fosfolipase A1 do veneno de
vespideos ndao demonstra nenhuma homologia (KING et al.,, 1996; HEMMER et al.,
2001). Fato que corrobora com alguns componentes dos venenos de A. melifera e
B. pennsylvanicus apresentarem imunoreatividade cruzada (HEMMER et al., 2001;
STEEN et al., 2005). No entanto B. pennsylvanicus apresenta uma quantidade muito

menor de protel'nas em Seu veneno.

2.6.2 Vespideos

Alérgenos ja descritos do veneno da vespa Dolichovespula maculata inclui os
alérgenos Dol m 1 (fosfolipase A1), Dol m 2 (hialuronidase), e Dol m 5 (Antigeno 5)
(KING et al., 1978). Outras espécies de vespas possuem alérgenos relacionados a
Dol m 1, Dol m 2 e Dol m 5 como o alérgeno Vesp c 1 (fosfolipase A1) e 0 Vesp ¢ 5
(antigeno 5). A vespa Polistes annularis tem em seu veneno as moléculas
alergénicas Pol a 1 (Fosfolipase A1) , Pol a 2 (hialuronidase) , e Pol a 5 (Antigeno 5).
E do mesmo modo a espécie (Vespula vulgaris) contém o alérgeno Ves v 1
(fosfolipase A1) , Ves v 2 (hialuronidase) e o Ves v 5 (antigeno 5).

Estes grupos 1, 2 e 5 presentes nos venenos das espécies de vespas citadas
apresentam marcha eletroforética de 23-38 kDa. De uma forma interessante o

antigeno 5 é uma molécula com mudltiplos epitopos e € encontrada amplamente nos
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venenos de himendpteros. O alérgeno correspondente ao antigeno 5 da V. vulgaris
(Ves v 5) contém 204 residuos de aminoacidos e apresenta cerca de 65% de
homologia entre Dol m 5 (D. maculata) e o Pol a 5 (P. annularis) (KING et al., 1996;
HOFFMAN 1997; KING et al., 2001). Da mesma forma, a hialuronidase da V.vulgaris
(Ves v 2) e sua fosfolipase A1 (Ves v 1) contém 331 e 300 aminoacidos ,
respectivamente , e apresenta 92 % e 67 % de homologia de entre suas sequéncias
quando comparadas aos alérgenos de P. annulares (KING et al., 1996;).

Uma das consequéncias do estudo proteinas de venenos de insetos foi a
descoberta de familias de proteinas que tém funcbes biolégicas importantes em
outros organismos. E relatado que o Antigeno 5 & importante para o
desenvolvimento de helmintos, sendo que o delineamento de uma série de vacinas é
baseado nisso. Anand e colaboradores (1999) descreveram um protétipo de vacina
para Filariose Linfatica causada pela Wuchereria bancrofti, contendo o homdlogos
do antigeno 5. Estudos semelhantes estdo em progresso com proteinas de
anciléstomos relacionados com o Antigeno 5 (ANAND et al, 1999). Além de
alérgenos das espécies listadas acima, tem sido caracterizados alérgenos em
diversa outras espécies de vespideos, dentre estas a vespa Polybia scutelaris (Poly
s 5) (VINZON et al., 2010; BORODINA et al.,2011). Interessantemente essa espécie
apresenta o alérgeno Antigen 5 da vespa Polybia scutelaris (Poly s 5) demonstra ter
uma alta identidade aminoacidica com Sol i 3 (homélogo ao Antigeno 5) (HOFFMAN
et al, 1993; VINZON et al, 2010). Em 2001 King e seus colaboradores
caracterizaram uma isoforma recombinantes hipoalergénica de um Antigeno 5
derivado de vespa (KING et al., 2001).

Vale ressaltar com atencéo que Ferrer em 2010, constatou que a sequéncia
nucleotidica do alérgeno de L. intermedia pertence a familia CAP/CRIiSP (GIBBS et
al., 2008) de proteinas secretadas ricas em cisteinas. Nessa familia estdo
agrupados moléculas como o Antigeno 5 e o0 mais recentemente
CRIiSP/Allergen/PR-1 que pela primeira vez foi identificado no veneno de aranha
Migalomorfa (GIBBS et al., 2008; UDHEIM et al., 2013).

Os alérgenos das vespas V. vulgaris e P. annularis sao os que apresentam
mais reatividade cruzada entre as espécies. Em 14 espécies de vespas analisadas
por King e seus colaboradores (1996), ao menos um dos alérgenos, dos trés
principais grupos caracterizados, estava presente nos venenos analisados. O

fendbmeno da imunoreatividade cruzada entre os alérgenos de diferentes venenos
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pode explicar eventos de multipla sensibilizacdo e até mesmo reagdes alérgicas a
fontes que tem baixa representatividade de alérgenos propriamente ditos. Os
resultados acima citados podem fornecer suporte parcial para a hipoétese de que a
reatividade cruzada entre alérgenos do veneno com imunoglobulina do tipo E do
hospedeiro, podendo promover a imunogenicidade do alérgenos presentes no
veneno, mesmo que pouco representativos. Isso se torna interessante ao
analisarmos a propensdo de individuos atopicos serem facilmente sensibilizados
com quantidades pequenas de alérgenos (microgramas). Em geral o que se
observa, € que imunizagdes experimentais em animais normais (ndo sensibilizados),
somente ocorrem com grandes quantidades de adjuvante (KING et al., 1996).

2.6.3 Formicideos

As formigas de fogo (Fire ant), Solenopsis invicta e Solenopis richteri, habitam
porcdes da América do Sul sendo muito comum em regides do sudeste do Brasil.
Seu veneno é composto por alguns dos alérgenos mais bem descritos. Por meio de
ensaios de crossed-radioimmunoelectrophoresis (CRIE), extratos da formiga S.
invicta mostraram 14 proteinas, analisadas por RAST com soros de 24 pacientes
atopicos (NORDVALL et al., 1998). O imunoblotting revelou a ligacao de IgE a varias
proteinas com pesos moleculares variando de 13 a 42 kDa.

Quanto a sua caracterizagdo, quatro alérgenos ja foram descritos até o
momento, Sol i 1, Sol i 2, Sol i 3 e Sol i 4. Inicialmente todos foram isolados e
purificados a partir de veneno da formiga de fogo, S. invicta, porém, Sol i 2e 3 ja
foram obtidos em sua forma recombinante. O alérgeno Sol i 2 r foi obtido utilizando
sistema de expressao em Baculovirus e foi cristalizado em sua forma dimérica sendo
sua estrutura determinada com uma resolucdo de 2.6 A (HOFFMAN et al., 1988;
SHIMIDT et al., 1993 E 1996; PADAVATTAN et al., 2008; BORER et al., 2012;
LOCKWOOD et al., 2012)

Sol i 1 é uma fosfolipase A1 de 37 kDa que apresenta reatividade cruzada
com venenos de vespideos. Ja Sol i 2, 3 e 4 sdo proteinas com pesos de 13,24 , e
13 kDa , respectivamente . De uma forma interessante Sol i 3 e Sol i 4 apresentam
35% de similaridade entre suas sequéncias. Sendo dessa forma, Sol i 3,

considerado um homologo ao Antigeno 5 com 50% de homologia ao Antigeno 5 de
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espécies de vespas, porém nao apresenta reatividade cruzada (HOFFMAN et al.,
1988 e 1993; LOCKWOOD et al., 2012).

Um estudo feito com 703 protocolos de atendimento no hospital de Wilford
(Medical Center Venom Clinic), Texas, entre 1985 e 1995, mostrou que a picada de
formigas da espécie S. invicta foram responséveis por 42% dos atendimentos
(FREEMAN et al., 1997). Picadas de formiga do fogo sdo um caso de saude publica
e a imunoterapia € indicada em muitos casos. A imunoterapia para
dessensibilizacdo e reducdo da alergenicidade, da picada de formigas do género
Solenopsis sp, € consenso entre alergiologistas a imunoterapia sendo amplamente
praticada nos estados onde as formigas de fogo sdo endémicas (MOFFITT et al.,
1997). Em uma pesquisa, Moffitt e seus colaboradores relataram que 96,7% da
comunidade médica entendem como essencial a imunoterapia como procedimento

terapéutico.
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Apideos-Bee, Bumble bee (Abelhas)

Apis melifera (Bee)

Nome ID Classe Est. 3D Nativa/ Recombinante MM Fonte
Apim 1 X16709 Fosfolipase A2 1POC Escherichia coli-expressao 16 kDa  scott, 1990: Dudler, 1992
Apim 2 L10710 Hialuronidase 1FCQ Baculovirus/SF9/ E. coli 39 kDa  Houstey, 2000; Soldatova, 2007
Apim3 DQ058012 Fosfatase acida Baculovirus/SF9 43 kDa  soidatova, 1998; Rendic, 2007
Apim 4 X02007 Melitina 2MLT Baculovirus/SF9/ E. coli 3kDa  Hofman, 1977; King, 1976, 1984 e 2000; Yunginger, 1998
Apim5  EU564831 Alérgeno C Detecgao por ligagao a IgE/RAST 100 kDa  gjark, 2010
Apimé6 Inibidor de Serino protease Baculovirus/SF9/ E. coli 8 KDa  ketner, 2001; Peiren, 2006; Michel 2012
Apim7  AY127579 Serino protease-Like cDNA-modelo 3D predito 39kDa  Georgieva, 2010
Apim 11 DQO000307  Presente na geléia real Putativo 50 kDa  Biank, 2012
Apim 12  AJ517411 Vitelogenina Purif. Do veneno/ RAST 200 kDa giank, 2013
Bombus pennsylvanicus (Bumblee bee)
Nome 1D Classe Cristal Nativa/ Recombinante MM Fonte
Bomp1 Q7M4l6* Fosfolipase A2 Detecgao por ligagao a IgE/RAST 16 KDa  garmard, 1966; Hoffman, 1982 & 1996; Kochuyt, 1993

Bomp4 Q7M413* Protease

Detecgao por ligagao a IgE/RAST 27 kDa

Barnard, 1966; Hoffman, 1982 e 1996; Kochuyt, 1993
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Vespideos-Wasp, Hornet, Yellow jacket (vespas)

Dolichovespula maculata (Wasp)

Nome ID Classe Cristal Nativa/ Recombinante MM Fonte
Dol m 1 X66869 Fosfolipase A1 Detecgao por ligagao a IgE 34 kDa  «ing, 1978
Dolm 2 L34548 Hialuronidase Detecgao por ligagao a IgE 42 kDa  «ing, 1978
Dolm 5 J03601 Antigen5 RAST 23 kDa  «ing, 1978, 1986 e 199
Polistes annularis, Polybia scutelaris (Hornet)

Nome Classe Cristal Nativa/ Recombinante MM Fonte
Pola1  AF174527 Fosfolipase A1 E. coliM15/ RAST 34 kDa  «ing, 1996
Pola2  AF174528 Hialuronidase RAST 38 kDa  «ing, 1996
Pola 5 M98857 Antigen5 Pichia pastoris 23 kDa Ly, 1993; King, 1996
Polys5 Antigen5 Pichia pastoris 23 kDa _ vinzon, 2010
Vespula vulgaris (yellow jacket)

Nome 1D Classe Cristal Nativa/ Recombinante MM Fonte
Vesv 1 L43561 Fosfolipase A1 Purif. Do veneno/ RAST 34 kDa  Borodina, 2010
Vesv2 AJ920395 Hialuronidase Purif. Do veneno/ RAST 38 kDa  ginder, 2002
Vesv3 EU420987 AllergenC Células de Inseto Sf9 100 kDa  giank, 2010
Vesv 5 M98858 Antigen5 1QNX Pichia pastoris/ E. coli-expressa 23 KDa Ly, 1993, Monsalve, 1999: King, 2001 Mitermann, 2010
Vesv6 JN794080 Vitelogenina Purif. Do veneno/ RAST 200kDa  siank, 2013
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Formicideos-Fire ants (formigas)

Solenopsis invicta (Fire ant)

Nome 1D Classe Cristal Nativa/ Recombinante MM Fonte
Soli1 AY684998 Fosfolipase A1 Purif. Do veneno/ RAST 37 kKDa  Hofiman, 1988; Hoffman, 2005
Soliz2 L09560 Fosfolipase 2YGU Baculovirus/SF9 28 kDa  hoffman, 1988; Shimidt, 1993 e 1996: Borer, 2012
Soli 3 AF012919 Homdélogo ao Ag5 2VZN Baculovirus/SF9 24 kDa  Hoffman, 1988; Padavattan, 2008
Soli 4 AF103805 AntigenS RAST 13 kDa Hoffman, 1988; Padavattan, 2008

Sigla- Nome do alérgeno conforme nomenclatura internacional
ID- Numero de entrada no GeneBank/*Numero de entrada no PDB

Classe- caracterizagdo bioquimica

Est. 3D- Numero de entrada no PDB
Nativa/recombinante- Correspondente ao método de expressdo utilizado para caracterizagdo
MM- Massa molécula -SDS-PAGE
Fonte- Referéncia simplificada contendo primeiro autor e ano de publicagdo
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2.7 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE ALERGENOS RECOMBINANTES

Ha cerca de cem anos atras, Leonard Noon e Prausnitz & Kustner (1911)
conduziram estudos em pacientes alérgicos. Utilizando os extratos de plantas Noon
determinou 0 que seria o0s principios da base das modernas terapias de
dessensibilizagdo. Foi determinado que as reagbes alérgicas observadas eram
dependentes de um “fator soroldgico” (i.e., IgE) em paciente alérgicos, o qual reagia
de uma maneira especifica quando na presenca “antigeno-causador de doencga”
(i.e., alérgeno) e um componente tecidular (i.e., mastocitos). Dando seguimento aos
estudos Prausnitz & Kustner estabeleceram uma nova metodologia para investigar
os mecanismos da Imunoterapia Alérgeno-Especifica (SIT, do inglés allergen-
specific immunotherapy). Esses estudos permitram a observacao, posterior, de um
segundo tipo de resposta tardia contra esses alérgenos. Foi verificado que o soro de
pacientes anteriormente sensibilizados apresentavam agora IgG alérgeno—
especifica que bloqueavam os eventos inflamatérios de uma maneira especifica
(LARCHE et al.,2006; BOUSQUET et al.,1998; DURHAM et al.,1999; VALENTA et
al.,2010; DIWAKAR et al.,2008).

A imunoterapia subcutanea consiste na aplicacdo de doses repetidas e
crescentes de alérgenos em pacientes atépicos. Pacientes tratados apresentaram
aumentos rapidos de imunoglobulinas do tipo G (IgG's) alérgeno-especificas e
diminuicdes lentas em suas imunoglobulinas do tipo E IgE's especificas. Assim como
apresentam mudangas em seu perfil de citocinas de células T, IL-4 e IL-5
(BOUSQUET et al, 1998; TANABE et al, 2007; VALENTA et al, 2007;
ROLLAND et al, 2008). Estudos tém demonstrado que a imunoterapia com
elevadas doses de alérgenos foram mais eficazes do que com doses baixas na
reducdo dos sintomas. No entanto, as doses eficazes séo limitadas pelas potenciais
reagbes sistémicas causadas por alérgenos. Alergenicidade depende da interacao
de um alérgeno com baséfilos ou mastocitos sensiveis a ativagao por IgE. Portanto,
o uso de alérgenos recombinantes permite reduzir a alergenicidade dessas
moléculas diminuindo a sua densidade de epitopos de célula B (NORMAN et al.,
1993; KING et al, 2001; VALENTA et al, 2011). Para fins de tratamento é

importante a verificagdo das principais fontes que iniciam o processo de
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sensibilizacdo imunoldégica em quadros de hipersensibilidade (MONSALVE et al.,
2011; LINHART et al., 2012; TREUDLER et al., 2012).

Desde entdo numerosos estudos e metodologias foram utilizadas em terapias
para doengas alérgicas das mais diversas fontes. Até hoje muito das bases
estabelecidas nesses estudos pivotais sédo utilizadas em procedimentos de
diagnésticos e terapias, como o uso de extratos totais ou parciais de alérgenos
(BILO et al., 2005; BROWN & TANKERSLEY, 2011). No entanto, desde a sua
introducédo em 1911, um dos principais problemas da SIT tem sido o0 uso de extratos
alérgenos que sdo muitas vezes responsaveis pela baixa eficacia e efeitos colaterais
observados (INCORVAIA et al, 2011). Determinacdo de proteinas, avaliacdo da
atividade biologica foram formas de padronizar os extratos utilizados, com o intuito
de reduzir os efeitos colaterais e indesejados, porém com pouco sucesso. Estes
problemas incluem variagdes de lote, imunogenicidade reduzida de determinados
alérgenos assim como a presenca de materiais ndo alergénicos (contaminagao).
Alguns estudos recentes vém investigando e demonstrando a ineficiéncia da
composicdo de extratos alergénicos comerciais (BILO et al, 2005; FOCKE et
al.,2008 e 2009; CURIN et al.,2010; BRUNETTO et al.,2010; KOROSEC et al.,
2011).

A introducdo da tecnologia do DNA recombinante na &rea biomédica
estimulou varios pesquisadores a aplicar essa nova tecnologia na caracterizacao de
alérgenos. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular tem contribuido para a
identificacao e caracterizagdo de um crescente numero de alérgenos. No entanto, os
principais determinantes e propriedades desses alérgenos, que impulsionam
respostas alérgicas, sdo mal compreendidos. A caracterizagdo bioldgica de
alérgenos ira fornecer uma compreensdo da patogénese de doengas alérgicas e
contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens de diagnostico e terapia
(BILO et al., 2005; VALENTA et al., 2011).

E é baseado nisso que a utilizacdo de moléculas recombinantes tem se
tornado um viés de sucesso na imunoterapia para dessensibilizacdo e testes de
alergia (BILO et al., 2005; VALENTA et al., 2011; NIEDERBERGER et al., 2013).
Atualmente o foco dos estudos de imunoterapia e testes diagnosticos (i.e. Prick
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test®) volta-se para o uso dos alérgenos recombinantes e seus derivados
hipoalergénicos.  Alérgenos recombinantes, e seus variantes alergenicidade
reduzida sdo promissores candidatos para uma imunoterapia especifica mais segura
(VALENTA et al., 2002).

Ja consta na literatura alguns estudos iniciais do uso de alérgenos
hipoalergénicos de ocorréncia natural (nativo) em artrépodes (Antigeno 5) (VINZON
et al., 2012). Neste estudo, Vinzon e colaboradores, constataram que o alérgeno
Poly s 5 de Polybia scutelaris apresenta uma reducdo em seu potencial alergénico
em relacdo a sua isoforma Pol a 5 presente em Poliste annularis. Devido a presenga
de epitopos conservados entre as isoformas, porém sem a capacidade de
degranular basofilos, Poly s 5 abre uma discussdo para seu uso como agente
hipoalergénico. Uma vez que ao entrar em contato com hospedeiro ndo desencadeie
uma reacao alérgica e induza a producdo de IgG-antilgE alérgeno-especificas.

Neste trabalho, avaliamos o comportamento imunoldgico e atividade
alergénica da Poly s 5, em comparacao com as do seu homoélogo mais alergénicos
de Polistes annularis, Pol a 5 (VINZON et al., 2012). Ndo somente alérgenos de
ocorréncia natural sdo candidatos a hipoalérgenos na imunoterapia antigeno-
especifica. O uso de técnicas de biologia molecular, como mutagédo sitio-dirigida
permitem atenuar o reconhecimento de epitopo descontinuos, permitindo a
producao de IgGs anti IgE com maior seguranga, porém ainda ha pouca aplicacao
dessa técnica na terapéutica (VRTALA et al., 2004).

Se tratando de alérgenos de artropodes, varios dos alérgenos da Ordem
himenoptera (Tabela 3) foram obtidos em sua forma recombinante expressos em
bactérias, leveduras ou em células de inseto. Os sistemas de expressdo, suas
vantagens e desvantagens irdo ser discutidos a seguir.

O sistema procaridtico, embora seja de facil manuseio e baixo custo,
apresenta certas desvantagens quando a proteina de estudo exige modificacoes
pds-traducionais como glicosilagdo e formacao de pontes dissulfeto. Muitas vezes
essas moléculas se encontram em sua forma inativa ou presente em corpos de

inclusdo devido a auséncia de modificacdes pos-traducionais nos modelos de

*2 Prick test- teste de diagndstico para alergia. Inoculagcdo experimental dérmica ou
intradérmica com alérgenos purificados, ou extratos. Como controle é utilizado
histamina e tém-se positivo para o teste apds 15 min a formagdo de uma papula
superior a 3mm (halo da histamina).
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expressao procariéticos (DUDLER et al., 1992; SOLDATOVA et al, 1998).
Alternativamente as proteinas desdobradas podem se estruturar novamente por
métodos de redobramento e renaturagdo in vitro proximo a sua estrutura nativa.
Como exemplo desta técnica tem-se o alérgeno Api m 1 (PLA2) da abelha A.
melifera que foi obtido em E. coli strain X-Blue e posteriormente submetida a
refolding (DUDLER et al., 1992). Outro estudo que demonstra o sucesso do uso do
sistema de expressdo em procarioto foi feito por Mittermann e seus colaboradores
(2010). Nesse estudo, alérgenos recombinantes de abelha e vespa, expressos em
E. coli em sua forma glicosilada e ndo glicosilada foram utilizados em testes de
diagnostico de alergia. Quando comparado as metodologia que usam extratos de
alérgenos, as formas recombinantes der Api m 1 (n&o glicosilada), rApi m 2, e rVes v
5 apresentaram uma melhoria no diagnéstico baseado-IgE para sensibilidade
alérgica para abelha e vespa.

O modelo heter6logo eucaridtico em levedura (Pichia pastoris e
Saccharomyces cereviseae) € um sistema Util para a expressao de alto rendimento
fornecendo grandes quantidades de proteinas para a pesquisa laboratorial basica e
fabricacao industrial. Os parametros de oxigenacao, pH e taxa de alimentacdo de
fonte de carbono, podem facilmente ser controlados quando em comparagao com
células de mamiferos (SPADIUT et al., 2010).

Retomando um dado relevante em relacdo ao Antigeno 5, é que algumas
formas recombinantes, dos alérgenos do grupo 5 acima citados, foram obtidos em
sistema de expressdo em levedura Pichia pastoris (LU et al.,1993; MONSALVE et
al., 1999).

Isso se deve ao fato de Pichia pastoris possuir metabolismo metilotréfico
adequado para a expressdo devido a facilidade de manipulagdo genética e
expressdo de proteinas eucarioticas. Essa cepa fornece altas frequéncias de
transformagédo de DNA, niveis elevados de expressao de proteinas ao nivel intra ou
extracelular e a capacidade de realizar modificagbes pds-traducionais, tais como
glicosilagcéo, formacao de ligagdes dissulfeto e splicing. Assim como permite que a
purificacdo de proteinas recombinantes secretadas seja possivel, devido aos niveis
relativamente baixos de proteinas nativas segregadas (CREGG et al, 1993;
SUDBERY et al, 1996; BUCKHOLZ et al., 1991; CEREGHINO et al,. 2000;
HIGGINS et al, 2001; MACAULEY et al. 2005; SPADIUT et al, 2010;
MATTANOVICH et al., 2012; MOKDAD-GARGOURI et al,. 2012).
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Alguns estudos comprovam a eficiéncia do sistema de expressao em Pichia
pastoris quando comparado ao sistema procariético. Um exemplo disso € um estudo
feito por POKOJ e seus colaboradores (2010), o qual compara a expressao de uma
molécula alergénica em modelo procariotico E. coli e modelo eucariético Pichia
pastoris. Os resultados desse estudo apontam que o modelo eucariético se mostrou
ser muito mais eficiente para obtencdo do alérgeno recombinante nsLTP, uma vez
que o dobramento e a atividade da molécula é importante sua alergenicidade
(POKOJ et al,. 2010). Outro relato importante, consiste na producédo recombinante
do alérgeno presente no amendoim, Ara h 6. Zhuang e seus colaboradores (2012)
obtiveram as formas recombinantes de Ara h 6 r em Pichia pastoris e em E. coli, e
observaram que somente houve reconhecimento de IgE’s frente a molécula
recombinante produzida em Pichia pastoris. Levando a conclusdo de que o sistema
eucariotico promoveu um melhor enovelamento estrutural, favorecendo a formacéao
de epitopos conformacionais para reconhecimento de células T, sendo o modelo
procariético ineficiente (ZHUANG et al., 2012).

O sistema baculovirus de expressao heter6logo de proteinas vem sendo
extensivamente utilizado para a producdo de alérgenos recombinantes visando a
sua utilizagdo em imunoterapias de dessensibilizagcdo. O motivo do sucesso dessa
aplicacao biotecnoldgica na producao de recombinantes se da pelas vantagens que
esse sistema heterdlogo apresenta: Um ambiente eucariotico (i.e. células de inseto
Sf9) para expressdao de proteinas, que possibilita a obtencdo de proteinas
biologicamente ativas; Variedade de linhagens celulares que suportam a replicagéo
viral; Promotores fortes como o polh (O’REILLY et al., 1992). A exemplo disso tém-
se os alérgenos Sol i 2 e Sol i 3 assim como, o alérgeno de A. melifera Api m 2
(hialuronidase), que foram expressos em células de inseto Sf9 e tendo inclusive
suas estruturas tridimensionais ja resolvidas por cristalografia e difragédo de raio-X
(SCHIMIDT et al., 1996 SOLDATOVA et al, 1998 SCHIMIDT et al, 2000;
PADAVATTAN et al., 2008; BORER et al., 2012).

Como consta na literatura, a obtencdo de isoformas recombinantes de
alérgenos apresenta um grande potencial de seu uso na biotecnologia, farmacologia
e terapéutica. Frente a isso de toxinas recombinantes presentes no veneno de
aranhas do Género Loxosceles sp se relaciona com esse objetivo. Algumas destas
aplicacées podem incluir o uso destas enzimas em estudos envolvendo processos

como processos inflamatérios, diferenciacao celular, tumorigénese e metastase,
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resposta imunolégicas e permeabilidade vascular entre outros eventos que podem
ser melhor entendidos utilizando da obtengdo de toxinas recombinantes a partir do
veneno de Loxosceles sp (CHAIM et al., 2011a; SENFF-RIBEIRO et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Subclonagem, expressao heterdloga, purificacdo e caracterizagdao bioquimica
e biolégica de uma proteina homadloga a alérgeno identificado na biblioteca de cDNA

da glandula de veneno da aranha-marrom (Loxosceles intermedia).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter a forma recombinante pura, soluvel e ativa de uma proteina homéloga
a alérgeno do veneno de L. intermedia em quantidade suficiente para os testes de

caracterizagao;

- Obter informagdes sobre a estrutura tridimensional da proteina homdloga a
alérgeno de L. intermedia.

- Verificar se a proteina homoéloga a alérgeno é uma toxina capaz de ativar
reacOes alérgicas assim como sua capacidade dos eventos de hipersensibilidade do

loxoscelismo
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Tris, Uréia, Glicina, SDS e Azul de Coomassie R-250 foram obtidos da
GibcoBRL (Grand Island, NY, EUA); EDTA da USB (Cleveland, OH, EUA) e brometo
de etidio da GE Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ, EUA). Hidrocloreto de
guanidina, Imidazol, OPD, BSA e Biotina foram obtidos da Sigma (St. Louis, MlI,
EUA). Os componentes para meio de cultura, tais como peptona, extrato de levedura
e triptona foram adquiridos da BD (Sparks, MD, EUA) e HIMEDIA (Mumbai, India)
Fenol e YNB foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Os
oligonucleotideos empregados em PCR foram sintetizados pela IDT (Coralville, 1A,
EUA). Os demais reagentes quimicos, tais como sais, acidos, bases e solventes

organicos foram todos adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.2 METODOS - SISTEMA DE EXPRESSAO HETEROLOGA EM E. coli BL21(DE3)
pLysS

4.2.1 Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamida

Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (12,5 %) contendo
detergente anionico Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) em condi¢bes redutoras
ou nao. Os géis foram preparados utilizando o aparato comercial (Bio-Rad, Hercules,
EUA). A solugcdo de poliacrilamida, contendo os catalisadores APS e TEMED, foi
colocada entre placas de vidro e isolada com uma camada de isobutanol. Apés a
polimerizacéo, foi removida a camada de agua e isobutanol acima do gel com auxilio
de papel filtro. A solugdo de empacotamento, contendo 5% de poliacrilamida e os
catalisadores, foi colocada acima do gel e nela foi posicionado o pente para
formagédo dos pogos. Apds a polimerizacao, o pente foi removido e 0s pogos secos
com auxilio de papel filtro. A separacao das proteinas foi obtida mediante aplicagao
de corrente de 25 mA constante, até a separacéao total das proteinas. Os géis foram
corados em solucao contendo Azul de Coomassie Brilhante R-250 a 0,25%,

metanol 50% e acido acético 10% em agua deionizada, durante 10 minutos a
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temperatura ambiente sob agitacdo constante. A descoloracdo foi realizada com
metanol 50% em &gua deionizada, com sucessivas trocas da solucdo de metanol
(HARLOW; LANE, 1988).

4.2.2 Construgao do Vetor de Expressao pET-20b/Lox i 1

Com base nos clones obtidos no projeto de FERRER (2010) foi dado
seguimento a subclonagem em vetor de expressao pET-20b. A construgao contendo
a sequéncia referente ao alérgeno presente na glandula produtora de veneno de L.
intermedia estavam clonados em plasmideos de clonagem pGEM-T e cepas de E.
coli DH5a. Inicialmente antes do inicio da parte experimental do projeto esses clones
foram sequenciados para verificar sua integridade. Para identificar a sequéncia
codificadora foi utilizado o programa de alinhamento local BLAST (“Basic Local
Alignment Search Tool”) na pagina do NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”) (www.ncbi.nim.nih. gov/BLAST) (ALTSCHUL et al, 1990). Para a
clonagem da sequéncia em um vetor de expressdo, foram desenhados
oligonucleotideos especificos para adicao as extremidades da sequéncia dos sitios
de restricao Xhol e BamHI, presente em vetor pET-20b. Foi realizada reagao de
PCR para amplificagdo da sequéncia e inser¢do dos sitios de restricao utilizando a
enzima Pfu Polimerase. Para esta reacdo foram utilizados tampéo para Pfu
Polimerase (1X) contendo MgSQO,4, dNTPs (0,2 mM), oligonucleotideos especificos
(0,4 uM), cDNA em pPGEM-T (100 ng) e enzima Pfu Polimerase (1,25 U/50 pL). A
mistura foi incubada em termociclador (My Cycler — Thermal Cycler Bio-Rad,
Hercules, EUA) no seguinte protocolo: 1 ciclo a 94°C/ 2 min; 35 ciclos a 94°C/ 30 s —
50°C/ 30 s — 72°C/1 min; 1ciclo 72°C/ 10 min; 1 ciclo de espera a 4°C/ infinito. O
produto desta reacdo foi analisado em gel de agarose 2% com brometo de etidio
(0,5 pg/mL) em tampao TAE (Tris 40 mM, acetato de sédio 20 mM e EDTA 1 mM),
sendo a corrida eletroforética realizada em cuba horizontal a 5 V/cm. A visualizacao
do gel foi feita em aparelho de andlise de imagens Chemidoc — XRS e programa
Quantity One — SW (Bio-Rad, Hercules, EUA). A banda correspondente a sequencia
de interesse foi recortada com auxilio de bisturi e o DNA extraido com kit de
extracao de DNA (PerfectPrep Gel Extraction Kit, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

O fragmento extraido foi digerido sequencialmente com as enzimas Xhol e BamHI a
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(0,5 U/ug DNA, 16h a 37°C) e inserido em vetor pET-20b, também digerido com as
mesmas enzimas nas mesmas condicbes. A reacao de ligacao foi feita utilizando:
tampéao ligase (1X); T4 DNA ligase (3 U/ pl); inserto e vetor provenientes da
digestdo. O volume final da reacao foi de 20 ul e a ligagao feita durante 16 h a 4°C.
Apoés a ligagéo, a enzima ligase foi inativada com a incubag¢do do produto final da
reacao a 65°C durante 5 minutos.

4.2.3 PCR de Col6nia

Para identificar as colénias que incorporaram a construcao, foi realizado PCR
de colénia com oligonucleotideos especificos. Cada coldnia escolhida foi recolhida
com auxilio de palito de madeira estéril e colocada em tubo de PCR. Para
amplificagdo do fragmento, foi realizada reagcdo de PCR nas seguintes condi¢des:
Tampdo Taq DNA polimerase (1X); dNTPs (0,2 mM); MgCl2 (1,5 mM);
oligonucleotideo especifico reverse e oligonucleotideo T7 promoter (0,2 mM); Taq
Polimerase (1,25 U/50 pl). A mistura foi incubada em termociclador no protocolo a
seguir: 1 ciclo a 95°C/5 min; 35 ciclos a 95°C/30s — 50°C/30s — 72°C/1min; 1ciclo
72°C/10 min; 1 ciclo de espera a 4 °C/ infinito. O produto do PCR foi analisado em

gel de agarose 1,5%.

4.2.4 Miniprep para Sequenciamento

Os clones contendo o inserto de interesse foram inoculados em 10 mL de
meio LB contendo ampicilina e incubados por 16h a 37°C em incubadora do tipo
Shaker, com agitacdo vigorosa. A partir da cultura bacteriana obteve-se o sedimento
bacteriano que foi processado por miniprep (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN,
Valencia, EUA) para extragdo dos plasmideos para reagao de sequenciamento. Para
o PCR de sequenciamento foi utilizado o DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (GE Healthcare, Piscataway, EUA), utilizando a miniprep descrita
anteriormente como molde e oligonucleotideos especificos e oligonucleotideos T7 e
T7 Terminator. O sequenciamento foi realizado em sequenciador BD 3500 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA). As sequéncias obtidas foram, entdo, analisadas e os

clones escolhidos dar seguimento para transformacdo em cepa de expressédo. A
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sequéncia nucleotidica obtida foi traduzida e analisada no programa ProtParam
(Disponivel no site: < http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>) para predicdo de

peso molecular e ponto isoelétrico da proteina.

4.2.5 Transformagéo Bacteriana

A construcéo foi entdo transformada em cepa bacteriana Escherichia coli
BL21(DE3) pLysS quimiocompetente. Todos os materiais utilizados no procedimento
foram previamente refrigerados. A uma aliquota de 100 pl contendo bactérias E. coli
BL21(DE3) pLysS competentes foi adicionado 1 pl do produto da reacao de ligacao
realizada anteriormente. As bactérias foram colocadas em tubos de polipropileno e
levadas ao gelo por 30 minutos. Posteriormente, o tubo foi passado para banho-
maria a 42°C por 90 segundos e novamente colocado no gelo por 2 minutos. Apds o
choque térmico foram adicionados 900 pl de meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de
levedura 5 g/L, NaCl 0,5 g/L, KCI 2,5 mM, MgCI2 10 mM, MgS0O4 10 mM e glicose
0,2 M) para recuperacao das bactérias. O tubo foi mantido a 37°C por uma hora sob
agitacao leve. Apos a recuperacao, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar
(triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e &gar-agar 15 g/L)
suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C em incubadora do
tipo BOD, por 16h.

4.2.6 Expressdo do alérgeno recombinante de L. intermedia em E.coli BL21(DES3)
pLysS

A proteina foi expressa como uma proteina de fusdo, contendo um His-Tag N-
Terminal para possibilitar sua purificacdo. As construgées corretas confirmadas por
sequenciamento foram transformadas em cepas bacterianas de expressao E. coli
BL21(DE3) pLysS competentes e as bactérias plaqueadas em meio LB Agar
contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL). Os clones
transformados foram identificados por PCR de colénia, como descrito anteriormente.
Um teste piloto de expressao foi realizado para determinar o tempo étimo de
expressao e a concentragao ideal do indutor IPTG. Uma col6nia isolada foi inoculada

em 10 mL de meio LB contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL)
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incubada por 37 °C durante 16h. Esta cultura foi inoculada na diluicdo 1:100 em 50
mL de meio LB com os antibiéticos, € o crescimento monitorado pela determinacao
da densidade 6ptica em 550 nm. Quando as culturas atingiram absorbancia de 0,4 a
0,6 em 550nm, foi adicionado o indutor IPTG em diferentes concentracdes ( 0,1;
0,2; 0,4 e 1,0 mM) e coletadas amostras em diferentes tempos (0; 1; 2; 3; 4; 5 horas)
de expressao a 37 °C . As amostras foram analisadas por eletroforese em gel SDS-

PAGE 10% em condi¢des redutoras (5% de B-mercaptoetanol).

4.3 METODOS - SISTEMA DE EXPRESSAO HETEROLOGA EM Pichia pastoris

4.3.1 Gel de agarose

As andlises dos produtos de PCR foram realizadas em gel de agarose 1,5% e
as bandas extraidas com auxilio de bisturi no local de visualizacdo das massas
correspondentes foram colocadas em microtubos e extraidas com auxilio de kit para
extracdo de DNA em gel (Quick Gel Extraction Kit, Eppendorf®/ Gel Band
Purification kit GE®).

4.3.2 Ligagao em vetor pPICZaC

O DNA amplificado foi diluido em agua e este inserto ligado a 100ng do vetor
pPICZaC (Invitrogen). Para reagao utilizou-se um volume final de no maximo 10ul; a

qual continha tampao ligase (1X); T4 DNA ligase (3U/ul).

4.3.3 Transformagéao bacteriana por eletroporagéao

Uma aliquota de solucao de Escherichia coli TOP10F’ eletrocompetente foi
descongelada e mantida em gelo adicionando 1ul da reagdo de ligacdo e a
eletroporando-a em eletroporador Gene Pulser X-Cell, BioRad.

Estas bactérias foram colocadas em meio LB Low Salt (triptona 10g/L, extrato de
levedura 5g/L, NaCl 5¢g/L, agar-agar 15g/L a 37°C por 1 hora sobre agitacdo, para
adquirir resisténcia ao antibiético especifico e recuperarem-se da alta voltagem.
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4.3.4 PCR de colbnia

Para confeccdo de PCR de colénia cada uma das colénias escolhidas foi
tocada com auxilio de palito de madeira estéril, parte do material esfregado no fundo
de um tubo de 0,2ml acrescidos de Tampao Taq DNA polimerase (1X); dNTPs
(0,2mM); MgCl, (1,5mM); oligonucleotideo Forward o Factor (0,5 pM);
oligonucleotideo reverse 3AOX (0,5uM); Tag DNA polimerase (1,25U/50ul). Esta
mistura foi incubada em termociclador, para amplificacdo do inserto conforme
protocolo: 95°C/5min (1 ciclo); 95°C/30s - temperatura média do Tm dos
oligonucleotideos iniciadores descontado de 5°C/45s — 72°C/4min (35 ciclos);
72°C/10min (1 ciclo); 4°C/ infinito. O produto do PCR de col6nia foi analisado em gel
de agarose 1,5%. E o resultado foi visualizado e registrado em aparelho de captura
de imagem Chemidoc (BioRad).

4.3.5 Pré-in6culo para processamento de sequenciamento

A partir dos clones escolhidos um pré-inéculo LB Low Salt (triptona 10g/L,
extrato de levedura 5g/L, NaCl 5g/L, agar-agar 15g/L) Zeocina (25ug/ml) liquido e
incubado por 16h a 37°C (em incubadora 430 RDB com agitagdo orbital, Nova Etica)
em tubo de 50ml com tampa de rosca. Cada cultura (com crescimento saturado) foi
centrifugada (14000xg por 1min) a temperatura ambiente e se obteve um pellet
bacteriano consistente. De cada um dos centrifugados bacterianos foi feita a
extracdo do plasmideo com auxilio de reagentes Miniprep da Invitrogen (Pure Link

Quick Plamid Miniprep Kit, Invitrogen®)).
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4.3.6 Sequenciamento

Foi utilizado o protocolo de sequenciamento Big Dye com um volume total de
reacao de 10ul, sendo destes 4ul do reagente Big Dye e 6ul de DNA molde,
oligonucleotideos e agua estéril. Essa reacdo é incubada no termociclador
95°C/20min - 50°C/15s - 60°C/1min (29ciclos); 4°C/ infinito.

A precipitacdo foi realizada com acetato de amoénio 7,5M e etanol absoluto.
Deixando secar 16h em ambiente escuro. O produto é ressuspenso em solucao de
corrida para a leitura em BD 3500 Sequencer, (Apllied Biosystems). O resultado do
sequenciamento foi analisado em programa ChromasPro, o alinhamento das
sequéncias analisada através do site <http://www.ebi.ac.uk/clustalw/> e a sequéncia
mais representativa analisada no site <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.>

4.3.7 Desenho de oligonucleotideos para expressao em Pichia pastoris X-33

Tomando como base o plasmideo escolhido para expressao pPICZaC foram
desenhados um oligonucleotideo inciador gene - especifico Forward para o
alérgeno completo e um para a proteina madura e outro Reverse contendo uma
regiao adaptadora com o sitio de restricdo utilizada para ambas as reacbes de
clonagem direcional das enzimas Clal e Xbal. Os oligonucleotideos iniciadores

foram desenhados seguindo informag¢des em Sambrook & Russel (2001).

4.3.8 Subclonagem do cDNA em vetor de expressao de levedura (pPICZaC)

Em trabalhos anteriores feitos no grupo de Biotecnologia de Venenos UFPR
por FERRER (2010) foi elucidada a sequéncia nucleotidica completa do alérgeno
presente na glandula produtora de veneno de L. intermedia. Deste modo o cDNA
referente ao alérgeno completo (contendo peptideo sinal) e maduro (sem o peptideo
sinal) foi modificado por PCR com alta fidelidade, da mesma forma como descrito
acima para Pfu DNA Polimerase, utilizando-se os oligonucleotideos Forward Loxi1 |
Clal: 5-AAATCGATGATGTCTGCGATGTATC-3' e Reverse Loxi1 | Xbal: 5-
AATCTAGACCACAGCT TCCGGATTTTAC -3 para o alérgeno completo e os
oligonucleotideos  Forward Loxi1 | Clal mad: 5-GA ATC GAT
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GGAATCTTGTCCGTCAC-3 para o alérgeno maduro, sendo que para ambas
reacdes foi utilizados o mesmo oligo reverso. Dessa forma o produto foi obtido
contendo as extremidades sitios para as enzimas de restricdo Cla | e Xba | (negrito)
e bases adicionais (sublinhado) de tal forma que o produto fosse clonado em fase
com o vetor pPICZaC (Invitrogen). Desta maneira, a proteina recombinante seria um
produto de fusdo, contendo uma cauda de 6 histidinas na extremidade carboxi do
polipeptideo e o epitopo cmyc (EGKLISEEDL). Além disso, a proteina recombinante
também estaria fusionada, no amino-terminal, a um peptideo sinal de secrecao em
levedura (Fator-a de Saccharomyces cerevisiae), processado no momento da
secrec¢ao do produto recombinante.

Apés a amplificagdo, o produto foi purificado e submetido entdo a digestao
com as enzimas de restricdo Cla | (Fermentas) e Xba | (Invitrogen) a 37°C por 16
horas. Apo6s a digestdao, o produto foi submetido a separacado eletroforética e
purificagdo por extragdo do gel, como mencionado anteriormente. O inserto
preparado desta maneira foi ligado (16°C por 16 horas, com T4 DNA Ligase) ao
vetor pPICZaC, pré-digerido com as enzimas de restricdo Cla | e Xba | e tratado com
fosfatase (CIAP). Esta reacado de ligacao foi utilizada na transformacao de E. coli
TOP10F' (Invitrogen) eletrocompetente (ver sessao 4.2.3), e a selecao dos clones foi
feita em agar LB Low Salt (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 5¢g/L, agar-
agar 15g/L) contendo Zeocina (Invitrogen) 25ug/ml.

A presenca do inserto foi confirmada por PCR de col6nia e, ap6s a purificacao
do plasmideo por miniprepreparacao plasmidial, a construgdo foi confirmada por
sequenciamento em ambas as fitas, utilizando-se os oligonucleotideos “Pichia alpha-
factor” e “Pichia 3° AOX1”, que anelam em regides do vetor flanqueando o inserto. A
construgdo pré-LiRecMP1/pPICZaC foi linearizada na regido 5' do promotor da
alcool oxidase 1 (AOX1) pela incubagcdo com a enzima de restricao Sac |
(Fermentas), sendo entdo o produto da digestdo utilizado na transformacédo da
levedura Pichia pastoris X-33 competente utilizando o Pichia EasyComp™
Transformation Kit (Invitrogen). Apos a transformacgéo, as células que receberam a
construcao foram selecionadas em agar YPD (SAMBROOK e RUSSEL, 2001)
contendo zeocina 100ug/ml e 500 ug/ml, sendo as placas incubadas a 30°C por 72

horas.
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4.3.9 Expressao e purificagdo do alérgeno recombinante em levedura Pichia pastoris

O protocolo de expressao foi delineado conforme sugere o fabricante do kit
Easy select kit Pichia expression (Invitrogen). Uma col6nia isolada de P. pastoris X-
33 contendo a construcdo Lox i 1/pPICZa C integrada ao cromossomo foi utilizada
para inocular 30ml de meio BMGY (peptona 2%; extrato de levedura 1%; fosfato de
potassio 100mM, pH 6,0; YNB 1,34%; biotina 4 x 10-5%; glicerol 1%), sendo esta
cultura incubada a 30°C por 20 horas sob agitacdo (250 rpm). Apos este periodo,
este pré-inéculo foi diluido em meio BMGY (peptona 2%; extrato de levedura 1%;
fosfato de potassio 100mM, pH 6,0; YNB 1,34%; biotina 10-5%; Glicerol 10%). A
cultura foi entdo adicionalmente incubada até que atingisse a fase logaritmica
mediana na absrobéncia de 2-6 em 600nm. Neste momento, as células foram
recuperadas por centrifugacdo a 3000xg por 5min a temperatura ambiente. O
sobrenadante da centrifugacao foi descartado e as células ressuspensas em meio
BMMY (peptona 2%; extrato de levedura 1%:; fosfato de potassio 100mM, pH 6,0;
YNB 1,34%:; biotina 10-5%; metanol 1%). A inducao da expressao recombinante foi
feita incubando-se a cultura por 3 dias a 30°C, sob constante agitacdo. A inducao foi
mantida pelo acréscimo de metanol para uma concentracao final de 1% a cada 24
horas de incubacao, de modo a compensar a perda do indutor por evaporagao. Apds
este periodo a cultura foi centrifugada a 3000xg por 10min a temperatura ambiente e
0 sobrenadante separado e filtrado em membrana de 0,45um.

As proteinas expressas e secretadas para o meio de cultura foram
precipitadas pela adicdo de sulfato de aménio a 80% de saturacao e pela
centrifugacdo a 9000xg por 30min a temperatura ambiente. O precipitado foi
redissolvido e o material dialisado contra cloreto de sddio 150mM. Apoés a didlise, a
amostra foi equilibrada em tampé&o fosfato de sédio 50mM, pH 10, contendo Cloreto
de sbédio 500mM e Imidazol 10mM, sendo entdo incubada com 200ul de Ni-NTA
agarose (previamente equilibrada no mesmo tampao) por 1 hora a 4°C. Esta
suspensao foi entdo empacotada numa coluna, sendo o gel exaustivamente lavado
com tampao apropriado (fosfato de so6dio 50mM, pH 10; cloreto de s6dio 500mM;
imidazol 20mM) e a proteina recombinante eluida com imidazol 350mM (em fosfato

de sbdio 50mM, pH 10; cloreto de sdédio 500mM). A proteina purificada foi analisada
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por SDS-PAGE 10% e dialisada contra PBS a 4°C, sendo entdo quantificada pelo
método do Azul de Coomassie (BRADFORD, 1976).

4.3.10 Anadlise estrutural de Lox i 1 por ferramentas de bioinformética

A analise estrutural preditiva foi feita utilizando a versdo mais recente do
programa SWISS-MODEL. Para a construcdo da estrutura tridimensional da
proteina homologa a alérgeno de L. intermedia foi utilizado como modelo um dos
alérgenos da espécie de formiga Solenopsis invicta, o Sol i 3 (codigo PDB: 2VZN)
(PADAVATTAN et al,. 2008). As producoes das predi¢coes foram feitas no programa
de visualizagdo molecular Astex e Swiss-pdbViewer 4.1.0.

4.3.11 Dicroismo circular

Para realizar a medicdo do espectro de Dicroismo Circular, o alérgeno
recombinante foi dialisado contra tampao contendo 10 mM de fosfato de sédio, pH
7,4. O espectro foi obtido em espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corp., Téquio,
Japao) utilizando cubeta de 1 mm de espessura. Cada espectro (intervalo de 0,5
nm) consistiu ha média de 8 medigbes realizadas na taxa de 50 nm/min utilizando
tempo de resposta de 8 segundos e largura da banda de 1 nm. A temperatura foi
mantida constante (25°C). As estruturas secundarias da proteina recombinante
foram estimadas pelo programa CDNN Secondary Structure Analysis (Applied
Photophysics Ltd) confrontando os dados contra um banco de proteinas especificas
(ANEXOT1). Nao foi possivel comparar o perfil gerado pelo Dicroismo Circular da
proteina recombinante com a proteina nativa putativa presente no veneno de L.

intermedia, pois ainda n&o foi possivel o isolamento dessa toxina no veneno total.

4.3.12 Animais

Para extragcdo de veneno foram utilizadas aranhas adultas da espécie
Loxosceles intermedia coletadas em Curitiba e Regido Metropolitana e mantidas em
condigbes apropriadas no Laboratério de Matriz Extracelular e Biotecnologia de

Venenos da Universidade Federal do Parana.
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Para o ensaio piloto de permeabilidade vascular foram utilizados
camundongos Swiss pesando entre 20 e 30g. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério do Setor de ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana. A
utilizagdo dos animais foi aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo

Animal da UFPR, sob o numero de protocolo 553 (Em anexo).

4.3.13 Extracao do Veneno por Eletrochoque

O veneno Loxosceles intermedia foi obtido pela aplicagao de eletrochoque de
15 V no cefalotorax da aranha e coleta do veneno liberado por micropipeta. Um pool
do veneno de diferentes aranhas foi diluido com tampdao PBS para uma
concentragao de 2 mg/mL e congelado a -20 °C até o uso (FEITOSA et. al, 1998).

4.3.14 Ensaio piloto de permeabilidade vascular em camundongos

A metodologia empregada para verificar a capacidade do alérgeno de L.
intermedia alterar a permeabilidade vascular foi adaptada do que consta na literatura
(UDAKA et al., 1970 apud SADE et al., 2012). Azul de Evans diluido em solug¢édo
salina foi administrada por via intravenosa (30mg/kg de camundongo) 5 minutos
antes da aplicacao das toxinas. O tampao salino (Controle negativo), o veneno total
(Controle positivo) e as proteinas recombinantes Likp (Controle-Recombinante
expressa em Pichia pastoris) e Lox i 1 foram inoculados subcutaneamente (10ug) na
regiao ventral lateral do camundongo. Apdés 30 minutos, os animais foram
anestesiados e sacrificados. O tecido ndo foi seccionado e o corante extraido devido
ao baixo numero de amostragem, pois trata-se de um ensaio piloto, 0 que poderia
superestimar ou subestimar a dosagem.

A proteina recombinante LiKp em um peptideo agrupado como sendo da
familia das Notinas (ICK do inglés, Inhibitor Cystine Knot) (MATSUBARA et al.,
2013). Esse peptideo foi expresso em sistema eucariético de expressao heterdlogo
Pichia pastoris X-33 na mesma condi¢do que foi obtida o proteina Lox i 1. Trata-se
de uma molécula ndo relacionada bioquimicamente com a proteina Lox i 1 e que foi

utilizada no ensaio piloto com a intengdo de descartar qualquer artefato derivado da
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purificacdo da proteina recombinante. A analise do ensaio foi feita qualitativamente e

foram feitas duas repeticbes com n=2.
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5 RESULTADOS

5.1 SISTEMA DE EXPRESSAO EM E. coli BL21(DE3) pLysS

Segundo a nomenclatura usual para alérgenos preconizada por King em 1995
e Larsen em 1996 e adotada por WHO/IUIS como oficial, segue a normativa (KING
et al., 1995; LARSEN et al.,, 1996): Trés primeiras letras do género; Primeira letra
que define a espécie; Numeral arabico. Como o objeto de estudo trata-se do género
Loxosceles sp; espécie Loxosceles intermedia e nao consta na literatura nenhum
alérgeno descrito para a espécie Loxosceles intermedia. Logo, a nomenclatura
utilizada, neste trabalho, a partir de agora para a proteina homoéloga a alérgeno
presente na glandula de veneno de L. intermedia é Lox i 1.

5.1.1 Desenhos dos oligonucleotideos com sitio de restricao

Com a construgcdo contendo a proteina completa em vetor de clonagem
pGEM-T, obtida em trabalhos anteriores (FERRER,2010), foi realizado o desenho de
oligonucleotideos no intuito de obter a subclonagem da proteina madura em vetor de
expressao procariético pET-20. As enzimas de restricdo escolhidas foram Xhol e
BamHI. O vetor de expressao pET-20b além de fusionar uma etiqueta de histidina
(C-terminal) a proteina recombinante, possui a indugdo da expressao regulada pelo
promotor forte T7. Abaixo estdo demonstradas as sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores de Lox i 1 madura para expressdao em sistema procarioto E. coli
BL21(DES3) pLysS o Forward Loxit I BamHI mad:
<ATGGATCCTGAATCTTGTCCGTCAC> e o Reverse Loxi1 | Xhol mad:
<ATCTCGAGACAGCTTCCGGATTT>. Sublinhados estdo os sitios de
reconhecimento para enzimas de restricdo e em negrito contém as bases corretivas
para a fase de leitura. Os oligonucleotideos desenhados contem os sitios de
restricio das enzimas precedidos de algumas bases para um melhor
reconhecimento pela enzima de restricdo. A Tm (melting temperature) dos
iniciadores foward e reverse foram de 65,6 °C e 65,1 °C, respectivamente.

Utilizando os iniciadores acima citados na reacao de amplificacdo, o tamanho

da sequéncia nucleotidica obtida de Lox i madura demonstrou uma banda em torno
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de 1000 pares de base (pb) em gel de agarose 1,5% (Figura 7). Na eletroforese,
observa-se duas bandas presentes com massa superiores as do marcador utilizado
correspondentes ao molde utilizado (construgdo obtida anteriormente em pGEM-T).
Abaixo de 100pb € possivel verificar um sinal disperso, que € referente aos

reagentes ndo incorporados na reagao de PCR.

1000pb
500pb

FIGURA7 - PCR DE MODIFICAGAO COM INICIADORES GENE-ESPECIFICOS PARA Lox i 1.
Subclonagem em pET-20b com iniciadores especificos para Lox i 1. M. Marcador de massa
molecular; 1. Produto da reagdo de PCR. E possivel observar na reacdo de amplificagdo um produto
na altura de 1000 pares de bases, correspondente ao tamanho do inserto. Gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio.

5.1.3 Subclonagem em cepas de E.coli DH5a com a construgé@o Lox i 1/ pET-20b

Apb6s extracado, purificacdo e digestdo do inserto referente a sequéncia
nucleotidica de Lox i 1 de L. intermedia, foi feita a ligagdo no plasmideo de
expressao pET-20b. A construcdo foi inserida por eletroporacdo em cepa E. coli
DHb5a. Apés o crescimento em LB agar, foi realizado PCR de 25 colénias utilizando
os iniciadores T7 promoter e o gene-especifico reverse (Figura 8).
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FIGURA 8 PCR DE COLONIA. PCR de colonia apés transformacdo de bactérias DH5a
eletrocompetentes. Os numeros acima da figura indicam cinco clones que internalizaram a
construcdo e apresentaram amplificagdo do inserto. A esquerda se encontra os tamanhos referentes
ao marcador (M) de massa molecular. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.

Conforme demonstrado na Figura 8 a amplificacao do inserto ocorreu em 24
das coldnias testadas. Nas reagcdes de PCR de col6nia em que ocorreu a
amplificacdo, podem ser vistas 3 bandas. A maior, em torno de 1200 pares de base
(pb), corresponde a amplificacdo do inserto e uma pequena por¢ao do vetor, uma
vez que o oligonucleotideo forward (T7 promoter) anela com o plasmideo. Logo
abaixo, pode ser vista uma banda fraca na altura de 500 pb, possivelmente em
razdo de amplificacdo inespecifica, e outra abaixo de 100 pb, relativa ao iniciadores

em excesso na reacéao (Figura 8).

5.1.4 Teste de mini-indugao de expressao de Lox i 1 em E. coliBL21(DE3) pLysS

Apods a confirmacao da fidelidade da sequéncia por meio de sequenciamento
um dos clones analisados foi submetido a purificacdo plasmidial (Miniprep) e
posteriormente transformado em cepa de expresséo E. coli BL21(DE3) pLysS.

Para obter as melhores condi¢cdes de expressao da proteina recombinante
inicialmente foram analisadas condicbes de expressao em volumes pequenos com o
intuito de padronizar os melhores parametros. O teste de mini-expressao foi

realizado sob as concentracdo de 0,1; 0,2; 0,4 e 1,0 mM de IPTG a 37 C. A analise
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preditiva feita pelo programa ProtParam (Disponivel em:
<http://web.expasy.org/protparam/>) demonstrou que a molécula possui massa
molecular calculada de 46 kDa e ponto isolelétrico de 8.4, portanto; para uma melhor
visualizagdo a andlise do teste de mini-expressao foi feita em SDS-PAGE 10%
(Figura 9). Quando analisamos a Figura 9 n&o é possivel observar nenhuma banda
crescente do tamanho estimado para Lox i 1 nas condigbes analisadas. Como
resultado, em nenhuma das condicbes de concentracbes de indutor testadas foi
obtida a expressao da proteina recombinante (Figura 9). A andlise da fragdo sollvel
e do sedimentado bacteriano (fracao insoluvel) foi submetida a Western Blotting com
o anticorpo anti-His no intuito de verificar se havia uma pequena fracdo de
expressdo, porém em nenhuma imunoreacdo realizada foi observado
reconhecimento (dados ndao mostrados). Outros testes de expressdo com E. coli
BL21(DE3) pLysS a 30°C e também em cepas de E. coli AD494 foram feitos porém
foram obtidos 0 mesmo perfil de ndo expressao.
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A M |Toh Tih T2h T3h Tah Tsh B M |Toh Tih T2h T3h Tsh TSh
0.1mM 0.2mM

C M Toh Tth T2h T3h Tah  Tsh D M TOh Tih T2h T3h Tah TSh
0.4mM | 10mM

FIGURA 9- TESTE DE EXPRESSAOQ de Lox i 1. Teste de indugéo para expressédo da proteina Lox i 1
recombinante. A proteina foi expressa a 37°C, em diferentes concentragdes de IPTG (0,1; 0,2; 0,4; e
1,0 mM) e tempos (0; 1; 2; 3; 4 e 5 horas). Na figura, em cada gel, estdo demarcados os tempos e a
concentragao de IPTG. Nao foi possivel observar a expressao da proteina recombinante. SDS-PAGE
10% em condic¢des redutoras.

5.2 SISTEMA DE EXPRESSAO EM Pichia pastoris X-33
5.2.1 Desenhos dos oligonucleotideos com sitio de restricao

Com base nos resultados negativos obtidos em E. coli o objetivo foi realizar a
expressao de Lox i 1 em modelo eucariético. Dois oligonucleotideos especificos
foram desenhados para a clonagem direcional de Lox i 7 madura em vetor de
expressao em Pichia pastoris.

Foram desenhados dois oligonucleotideos para a sequéncia nucleotidica sem
o sinal de enderecamento. Oligonucleotideos iniciadores Lox i 1 madura Forward
Loxi1 Clal mad <GAATCGATGGAATCTTGTCCGTCAC> e Reverse Loxi1 Xbal
<AATCT AGACCACAGCT TCCGGATTTTAC>. Sublinhados estdo os sitios de
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reconhecimento para enzimas de restricdo e em negrito contém as bases corretivas
para a fase de leitura. As enzimas Xbal e Clal foram escolhidas para clonagem em
vetor de expressao pPICZaC.

A reacdo de PCR utilizando os oligonucleotideos contendo os sitios de

restricdo Xbal e Clal foi feita analisada conforme item 4.3.1.

M 1

1000pb

500pb

FIGURA 10 — ANALISE DO PRODUTO DE PCR COM OLIGONUCLEOTIDEOS ESPECIFICOS
PARA Lox i 1 MADURO. No gel observa-se uma banda forte e bem delineada na altura de
aproximadamente 1000pb. Gel de agarose 1% com Brometo de Etideo

O resultado da reacdo de amplificacdo por PCR foi avaliado em gel de
agarose 1% com brometo de etidio (Figura 10). O gel de agarose demonstra o
marcador de massa molecular e o produto da reacdo de PCR. Na reacao ocorreu a
amplificacdo de uma banda de aproximadamente 1000 pb, correspondente ao
tamanho esperado da sequéncia nucleotidica de Lox i 1, sem o peptideo sinal. Um
pouco acima do marcador de massa molecular, no po¢o correspondente ao produto
reacao de PCR, pode ser vista uma banda menos intensa, provavelmente resultado
de uma amplificacdo inespecifica, uma vez que pode ocorrer um anelamento do

oligonucleotideo com regides do vetor (FIGURA 10).
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5.2.2 Subclonagem da sequéncia nucleotidica de Lox i 1 maduro

Apos a gel-extracao, purificagdo e digestao das extremidades do produto de
PCR e do plasmideo pPICZaC pelas enzimas adequadas a ligacao foi realizada e
transformada por eletroporacdo em cepas de E. coli TOP10 F’. Para verificacao dos
clones transformantes foi realizada um PCR de col6nia com os iniciadores do vetor
pPICZaC que flanqueiam os sitios de clonagem. Como resultado foi observado a
presenca de cinco clones positivos (Figura 11), evidenciando sucesso na ligagéo e
na transformacgéo das cepas de E. coli. TOP10 F'.

1000pb
500pb

1000pb : "

SOOpb ST T L L L L Ll - .-

FIGURA 11— ANALISE DA TRANSFORMAGAO DA CONSTRUGCAO Lox i 1/pPICZaC POR PCR DE
COLONIA. Gel de agarose 1,5% com Brometo de Etideo, observam-se bandas na altura de
aproximadamente 1000pb correspondentes ao clones positivos.

Constatada a ligacao e éxito na transformacao de E. coli TOP 10 F’ (Figura
11), foi realizado PCR de sequenciamento para confirmacdo da fase de leitura da
construgdo. O sequenciamento da construgdo possibilita verificar se o inserto foi
inserido no quadro correto de leitura, além de ser possivel identificar possiveis
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trocas de bases que eventualmente possam ter ocorrido nas reagdes de PCR a
partir da construcao pGEM-T/ Lox i 1, obtida por FERRER (2010).

5.2.3 Andlise dos sequenciamentos de Lox i 1 madura

A construcao foi preparada e submetida ao PCR de sequenciamento e obtida
em sequenciador BD applied biosystems 3500 e analisada no programa fourpeaks.

Embora a clonagem do produto de PCR de Lox i 1 tenha sido direcional e
levado em conta a adicdo de bases para a correcao fase de leitura da proteina, o
sequenciamento serve para verificar sua integridade. A sequéncia nucleotidica
obtida foi classificada como pertencente da familia CAP (do inglés, cysteine-rich
secretory proteins (CRISPS), antigen 5 (Ag5), and pathogenesis-related1) segundo o
programa ProtParam (Figura 12) conforme Ferrer (2010) descreve. A sequéncia
nucleotidica obtida em 2010 foi tomada como referéncia para verificar se havia
ocorrido alguma mutacao, porém nenhuma alteragéao foi encontrada. Na figura 12 é
possivel verificar o peptideo sinal, a sequéncia nucleotidica clonada. Em destaque
(Figura 12, em vermelho) é possivel observar a ampla distribuicdo dos residuos de
cisteina na sequéncia aminoacidica referente a Lox i 1 madura e nas extremidades a
regido de alinhamento do iniciadores com os sitios de restricdo para Clal e Xbal
(Figura 12, flechas). A estratégia escolhida de clonagem da proteina madura, sem
peptideo sinal, deve-se ao fato de o vetor utilizado (pPICZaC) possuir um peptideo
sinal reconhecido por leveduras e que serd o responsavel por sinalizar a secregao

da Lox i 1 recombinante.
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FIGURA 12 - ANALISE DA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA DO ALERGENO Lox i 1. Sequéncia
nucleotidica de Lox i 1 com oligonucleotideos para pPICZaC. As sequéncias das obtidas pelo
sequenciamento foram identificadas pelo software de alinhamento BLAST como pertencente a
superfamilia SCP e agrupadas na familia CAP de proteinas secretorias ricas em cisteinas pelo banco
de proteinas ProtParam. Aminoédcidos sublinhados compreendem o peptideo sinal, identificado com
auxilio da ferramenta SignalP. em vermelho esta destacados as cisteinas nos retangulos possiveis
sitios de N-glicosilagao. Nas setas, as regides onde os iniciadores anelam.

5.2.4 Expressao em pequena escala Pichia pastoris X-33

Apbs a subclonagem do cDNA referente ao alérgeno no vetor pPICZaC e a
transformagcdo em cepa de P. pastoris X-33 foram selecionadas 10 colonias
crescidas sob alta concentracdo de Zeocina (500ug/mL) com o intuito de verificar a
presenca de clones que obtenham multicopias do cassete recombinante contendo a
sequéncia nucleotidica de Lox i 1.

A expressao da enzima recombinante foi induzida pela adigdo de metanol em
meio base BMMY (100mL) por 72h o sobrenadante da cultura contendo as proteinas
secretadas foi precipitado com sulfato de amoénio e a proteina Lox i 1 foi purificada
utilizando cromatografia de afinidade Ni-NTA agarose. Apds a preciptagcédo, para

concentrar as proteinas do sobrenadante, foi feita uma analise por eletroforese em
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gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) (Figura 13 — Colunas 1 e 2) e Western
Blotting (WB) com anti-6xHis (Sigma-Aldrich) (Figura 13 — Colunas 3 e 4). Em SDS-
PAGE, corado com Azul de Coomase, nao foi possivel visualizar a expressdo da
proteina Lox i1 recombinante (Figura 13, colunas 1 e 2) assim como apés a
purificacdo em Ni-NTA agarose. Ja pela analise feita por WB, pode-se observar na
fracdo nao ligante (Void) (Figura 13 - Coluna 3) a presenca de duas bandas difusas
da forma recombinante esperada (aproximadamente 46kDa) e provavelmente uma
forma dimerizada resistente a reducéao utilizada no preparo das amostras (Figura 13

- Coluna 3, seta).

FIGURA 13 - EXPRESSAO EM PEQUENA ESCALA DE Lox i 1. A construcéo obtida foi transformada
em Pichia pastoris X-33. O teste de expressdo em pequena escala foi feito com 1% de metanol a
30°C. 1. SDS-PAGE. Meio de cultura apos a preciptagdo com sulfato de aménio (saturagéo 80%). 2.
SDS PAGE. Fracao nao ligante da resina Ni-NTA (Void). 3. Western Blotting anti-hexa-histidina da
fracdo néo ligante da resina NI-NTA. 4. Western Blotting anti-hexa-histidina da recombinante Lox i 1
purificada enriquecida em dispositivo de filtro (Amicon 30 kDa).

Na fragc&o purificada da mini-expresséo foi observado uma banda na altura de
48 kDa condizente com a massa molecular predita para a Lox i 1 recombinante,
comprovando que o teste de expressao foi efetivo (Figura 13 - Coluna 4, cabeca de
seta). Devido ao pequeno volume e baixo rendimento de expressdo nos testes em
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escala reduzida (100 ml) somente foi possivel observar a expressao por WB (Figura
13 - Coluna 4, cabeca de seta). Porém, o objetivo de detectar o melhor clone para

dar seguimento as expressdes em maiores volumes foi alcancado.

5.2.5 Expressao de Lox i 1 recombinante em Pichia pastoris X-33

Posteriormente, foi realizado a indugdo da expressdo por 72 horas com
metanol em maior escala (meio BMMY - 2000ml). Apds o tempo de expressédo a
cultura foi centrifugada e o meio de cultura precipitado com sulfato de amoénio
(saturacdo com 80%) (Figura 14- coluna 1). A precipitacdo foi ressuspensa e
dialisada contra native buffer e purificada por cromatografia de afinidade em resina
NI-NTA. Por meio de SDS-PAGE 10%, podemos verificar a presenca de uma unica
banda na altura de aproximadamente 40 kDa (Figura 14- Coluna 4). Do mesmo
modo, podemos verificar na andlise por Western blotting (anti-6xHis) a

imunomarcacao em altura semelhante.

kDa M 3 4 5
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FIGURA 14 — EXPRESSAO EM MAIOR VOLUME DE Lox i 1 em Pichia pastoris X-33. O teste de
expressdo em larga escala foi feito com 1.0% de metanol a 30°C. 1. SDS PAGE. Meio de cultura
precipitado apés 72horas de expressado. 2. SDS PAGE.VOID. 3. Amostra purificada em SDS-PAGE
em condi¢coes nao redutoras. 4. Lox i 1 purificado e enriquecido em amicon 30 kDa. 5. Western
Blotting antiHIStag com Lox i 1 purificado em amicon 30 kDa.
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Como pode ser observado na Figura 14, a obtencédo de Lox i 1 demonstrou
um baixo rendimento. Foram purificados a partir de 2 Litros da fracao solluvel do
meio de cultura 100ug de proteina purificada. Sera importante verificar melhores
condicdes como as citadas anteriormente para se obter maiores quantidades de
alérgeno para dar continuidade dos objetivos anteriormente propostos.

5.2.6 Andlise do modelo tridimensional de Lox i 1 por ferramentas de bioinformatica

Inicialmente, FERRER (2010), observou que a sequéncia nucleotidica Lox i 1
possuia identidade com alérgenos de diversas espécies de artrépodes. Dentre as
identidades aminoacidica analisadas as que apresentaram maior identidade
aminoacidica (positividade) foram os alérgenos de espécies de formiga
(Pachycondyla chinensis e Solenopsis invicta) e piolho (Pediculus humanus
corporis). Devido a isso, na predicdo da estrutura tridimensional feita pelo programa
SwissModel, foi eleito como modelo o cristal alérgeno Sol i 3, de Solenopsis invicta,
com resolucao de 3.05 A, do (PADAVATTAN et al., 2008). O cristal do alérgeno Sol i
3 demonstrou o menor E-value (aproximadamente 5.6).

A estrutura tridimensional preditiva apresenta uma distribuicdo homogénea de
estrutura a hélices e folhas 8, assim como a presenca de estruturas do tipo coil cuja
conformacao ndo foi predita com elevado grau de confiabilidade (Figura 15- A/B/C).
Embora seja classificada como uma proteina pertencente ao grupo CAP de
proteinas ricas em cisteinas, a unica predicdo de ponte dissulfeto com grau de
confiabilidade, segundo o programa Deepview.pdb, € observada em uma fenda
coordenando a interacdo entre duas estruturas folha-B (Figura 15- D).
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FIGURA 15 - ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL PREDITIVA DO ALERGENO Loxi1.Em A, Be C é
demonstrada a estrutura predita em fitas de Lox i 1 em diferentes angulos. Essa foi a estrutura que

obteve os melhores parametros de validacéo utilizando como modelo o cristal do alérgeno Sol i 3 (S.
invicta). Em D, o detalhe da interag&o do tipo ponte dissulfeto entre folhas-g.

Inicialmente como resultado dessa andlise, o alinhamento da sequéncia
aminoacidica entre Lox i 1 e Sol i 3 apresenta uma regido conservada de varios
aminoacidos que se apresentam de forma nao sequencial. Tendo isso como
parametro, foi construida a estrutura tridimensional do alérgeno Lox i 1, desta vez
utilizando o programa Deep View.pdb, onde em detalhe é possivel verificar
proximidade das regides conservadas observadas no alinhamento (Figura 16-

acima).
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FIGURA 16 — PREDIGAO DE EPITOPOS CONFORMACIONAIS ENTRE ALERGENOS Lox i 1 e Sol

i 3. A predigdo das estruturas e o alinhamento foram feitos pelo programa DeepView.pdb. Em
vermelho observam-se as regides conservadas presentes no alinhamento sugerindo um epitopo
conformacional conservado.

De forma interessante as regides conservadas (Figura 16- alinhamento) que

formam o epitopo sugerido sobrepéem com a Unica ponte dissulfeto predita pelo
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programa (Figura 15/16). Isso sugere que essa regiao possa ser importante para o
reconhecimento, uma vez que ambos 0s alérgenos apresentam essa conservacao

na sequéncia de aminoacidos (Figura 16 - em vermelho).

5.2.7 Dicroismo Circular (DC)

Com o objetivo de analisar a estrutura e a conformacao correta da proteina
recombinante Lox i 1 obtida em Pichia pastoris, foi realizado o espectro de
Dicroismo Circular (DC). O Espectro de DC foi coletado na regido de 190-260 nm. A
andlise de deconvolugdo foi obtida utilizando o programa CDNN Secondary
Structure Analysis. A proteina recombinante foi submetida ao procedimento descrito
no item 4.3.11. A deconvolucao dos dados da proteina recombinante Lox i 7 mostrou
uma distribuicédo significativa na fragdo de a-hélice (16%) e no conteudo de folha-p
(19%) (Tabela 4). Assim foi obtido o perfil do espectro do Dicroismo Circular de Lox i

1 recombinante (Figura 17).

CD Spectrum

Loxi 1r

/
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR Lox i 1 RECOMBINANTE. O espectro foi
obtido utilizando as proteina em tampao contendo 10 mM de fosfato de sédio, pH 7,4, a 25°C. A
estimativa da estrutura secundaria foi realizada utilizando o programa CDNN Secondary Structure
Analysis.
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TABELA 4 - CONTEUDOS DE ESTRUTURA SECUNDARIA DE Lox i 1
180-260 185-260 190-260 195-260 200-260 205-260 210-260

nm nm nm nm nm nm nm
Helix n.d. n.d. 16,90% 16,50% 16,10% 16,20% 15,90%
Antiparallel n.d. n.d. 28,90% 29,40% 29,90% 29,90% 30,10%
Parallel n.d. n.d. 5,10% 5,50% 5,50% 5,50% 5,40%
Beta-Turn n.d. n.d. 19,70% 19,80% 20,00% 20,10% 20,00%
Rndm. Coil n.d. n.d. 32,70% 33,40% 34,90% 34,80% 34,50%
Total Sum - - 103,30% 104,60% 106,40% 106,60% 106,10%

5.2.8 Ensaio de Permeabilidade Vascular

Apos verificar por andlise de dicroismo circular que a proteina Lox i 1
encontrava-se soluvel e com estruturas secundarias estabelecidas, o proximo passo
foi avaliar a atividade bioldgica de Lox i 1, por um método que exigisse quantidades
pequenas de proteina. Desse modo, surgiu a intengdo de avaliar por um ensaio
piloto de permeabilidade vascular se a proteina Lox i 1 apresentava essa
capacidade de participar do processos iniciais da inflamagéo.

As alteracdes na permeabilidade vascular de camundongos Swiss foram
avaliadas através da visualizagdo extravasamento de corante Azul de Evans no
compartimento extravascular da pele (Figura 18). Uma diluicdo do corante em
solucao de PBS (30 mg/kg de camundongo) foi injetado por via intravenosa antes da
injecdo subcutanea das amostras de Lox i 1 (massa de 10 pg/camundongo). Foram
utilizados como controles: veneno total de L. intermedia (controle positivo); PBS
(controle negativo) e Likp recombinante (controle negativo de recombinante

expressa em Pichia pastoris) (Figura 18).
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FIGURA 18 — ENSAIO DE PERMEABILIDADE VASCULAR EM CAMUNDOGOS Swiss. Capacidade
da proteina recombinante Lox i 1 alterar a permeabilidade vascular de camundongos. Como controles
foram utilizados veneno total de L. intermedia (+), PBS (-) e LiKp recombinante (Recombinante-
expressa em Pichia pastoris nao relacionada com inflamagéo). A proteina Lox i 1, o veneno de L.
intermedia e a recombinante LiKp foram utilizados na massa de 10ug (n=2).

Em comparagédo aos controles observa-se que a proteina recombinante Lox i
1 foi capaz de alterar a permeabilidade vascular de camundongos Swiss na massa
utilizada. Observa-se que o veneno também foi capaz de aumentar a permeabilidade
vascular dos vasos. O veneno foi utilizado como controle positivo nesse ensaio por
ja ter sido avaliado sua capacidade de alterar a permeabilidade vascular em
camundongos (da SILVEIRA et al., 2006). Verifica-se, que tanto o controle negativo
(PBS) quanto o controle recombinante LiKp ndo apresentam nenhum
extravasamento do corante Azul de Evans. Isso demonstra que a alteragcdo da
permeabilidade observada nao foi causada pela aplicacdo das amostras e sim por
uma capacidade inerente da molécula analisada (Figura 18- Lox i r).
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6 DISCUSSAO

Durante os ultimos anos tém crescido o0 numero de estudos de expressao e
resolucdo de estruturas tridimensionais de alérgenos presentes em venenos
(ARLIAN, 2002; HOFFMAN, 2008). Esses estudos tém nos ajudado a entender os
mecanismos moleculares de reacdes de hipersensibilidade, bem como,
compreender a conservagao entre 0s grupos presentes nas mais diversas fontes de
alérgenos. Os alérgenos presentes nos venenos de aranhas s&o muito pouco
estudados, e assim como os alérgenos da ordem himenoptera, que inclui espécies
de vespas, formigas e abelhas, possuem um grande potencial biotecnologico e
terapéutico.

Quanto aos eventos de hipersensibilidade desencadeados apds o acidente
loxoscélico, muito ainda deve ser investigado. A producdo de uma isoforma
recombinante de uma proteina homoéloga a alérgenos presente na glandula de
veneno de L. intermedia fornece uma bioferramenta para uma melhor elucidagéao
desses eventos pouco conhecidos no loxoscelismo.

Embora algumas toxinas ja descritas e caracterizadas no veneno de L.
intermedia participem dos eventos de hipersensibilidade como liberagdo de
histamina (PALUDO et al., 2009; SADE et al., 2012). Essa dissertacao representa o
primeiro trabalho no qual foi realizado a expressao, purificacdo e caracterizagao
parcial de uma proteina homoéloga a alérgeno presente na glandula de veneno de L.
intermedia. Esse trabalho consiste na continuagao dos resultados obtidos por Ferrer
(2010) e traz a luz a discussdo do que sugere ser o primeiro, potencial, alérgeno
descrito para o veneno dessas aranhas.

Como se trata dos primeiros resultados que descreve a primeira expressao
heter6loga de uma proteina homaéloga a alérgeno presente na glandula produtora de
veneno de L. intermedia foi utilizada a denominag¢do segundo a nomenclatura oficial:
Lox i 1. Pelo fato de toda a caracterizacao ter sido feita com a isoforma
recombinante, tomamos a liberdade de dispensar o uso do sufixo “r’ para diferenciar
a isoforma recombinante da nativa.

Para obter a expressao do alérgeno de L. intermedia foi escolhido inicialmente
o sistema mais simples de expressao, o bacteriano, pois € um sistema relativamente
simples de se trabalhar quando comparado aos sistemas eucariéticos (SOLDATOVA

et al.,, 1998; TEO et al., 2006). Visto que o alérgeno apresenta provaveis sitios de N-
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glicosilacao e é sabido que estes carboidratos possivelmente ajudem no dobramento
proteico, ou, até mesmo no reconhecimento de epitopos por IgE’s, tinha-se
consciéncia que a escolha do sistema procariético poderia comprometer a
solubilidade e atividade biolégica dessa proteina. Em contrapartida, alérgenos de
outras espécies expressos em sistema procariético apresentaram ligacéo a IgEs de
soro de pacientes (DUDLER et al., 1992, SOLDATOVA et al., 1998; VARASTEH et
al., 2009; BORGES et al., 2009). Algumas dessas moléculas alergénicas obtidas em
sistemas procariéticos ap6s a purificagdo foram submetidas a processos de
renaturacao in vivo. O alérgeno Api m 1 (PLA2) da abelha A. melifera que foi obtido
em E. coli strain X-Blue e ap6s ser redobrado in vitro teve seu reconhecimento por
IgE positivo (RAST) com o soro de pacientes sensiveis a apideos (DUDLER et al.,
1992). Outro exemplo de sucesso do uso do sistema de expressdo em procarioto foi
feito por Mittermann e seus colaboradores (2010). Os alérgenos recombinantes de
abelha e vespa, expressos em E. coli (rApi m 2, e rVes v 5) foram utilizados em
testes de diagndstico de alergia e apresentaram uma melhoria no diagnéstico
baseado-IgE para sensibilidade alérgica para abelha e vespa quando comparado ao
uso de extratos purificados. Corroborando com estes dados, outras toxinas do
veneno de L. intermedia foram expressas em sistema procariético pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos de forma
ativa e modelos de expressao procarioticos ou renaturadas in vitro (da SILVEIRA et
al., 2006, 2007; APPEL et al., 2007; FERRER et al., 2012).

Outro motivo pelo qual foi optado trabalhar inicialmente com o sistema de
expressao procariético foi visando a producdo de anticorpos policlonais. Pois,
mesmo que a obtencdo da proteina recombinante produzida em modelo de
expressao procaridtico fosse obtida em sua forma desnaturada e em corpos de
inclusdo, o que é comum, a produgédo de anticorpos policlonais produzidos a partir
de proteinas recombinantes desnaturadas poderia manter o reconhecimento de
epitopos lineares (HARLOW & LANE, 1998). A producao dos anticorpos policlonais,
pode vir a ser uma importante bioferramenta para a compreensao dos mecanismos
do loxoscelismo (SENFF-RIBEIRO et al., 2008), assim como detectar a molécula de
interesse no veneno total. Essa metodologia € utilizada amplamente em estudos de
toxinologia. Um exemplo disso sao estudos de toxinologia das espécies Loxoceles
laeta e Loxosceles gaucho relatado por Barbaro e colaboradores em 1996 e 2005 e

por Trevisan-Silva e seus colaboradores em 2009 os quais demonstram a
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importancia dessa bioferramenta. Esses trabalhos demonstraram a capacidade de
reacao cruzada entre diferentes venenos loxoscélicos, demonstrando a conservacao
de epitopos entre os venenos utilizando como ferramenta soro policlonal.

Quanto ao modelo procariético de escolha lancou-se mao da cepa E. coli
BL21(DES3) pLysS. Trata-se de uma cepa bacteriana relativamente simples, porém,
que possui 0 possui DE3 lysogen que codifica a produgao de T7 RNA polimerase
que possui afinidade pelo promotor t7 de bacteriéfago lambda, o que permite um
melhor controle da inducdo da expressado. Assim como possui 0 plasmideo pLysS
(4886 pb), que expressa constitutivamente baixos niveis de lisozima T7, reduzindo a
expressdo basal de genes recombinantes, inibindo os niveis basais de T7 RNA
polimerase, esse mecanismo age como um repressor de expressao basal
(INVITROGEN). Apos a purificagdo plasmidial e transformagéo em E. coli BL21(DE3)
pLysS, com o objetivo de obter a enzima recombinante, deu-se inicio para os testes
de expressdo em pequena escala.

No teste de mini-expressao utilizando o modelo procarioto foi possivel
observar que nao houve a producao da proteina recombinante Lox i 1. Em nenhuma
das condicdes analisadas (0,1; 0,2; 0,4 e 1,0 mM de IPTG) verifica-se a expressao
de Lox i 1 (Figura 9). Essa auséncia de expressdo pode ser devido a inUmeras
situagées como, existéncia de cddons raros de E. coli, necessidade de modificagdes
poés-traducionais como o dobramento auxiliado por chaperonas e a glicosilacdo a
nivel de complexo de golgi. Como analisado por FERRER (2010), a predicao da
sequéncia do alérgeno de L. intermedia foi agrupado como pertencente da familia
CAP de proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRiSP) (GIBBS et al., 2008). Essa
familia de proteinas € composta por uma série de moléculas secretadas (i.e.
Antigeno 5), cujas quais, necessitam de modificagdes pds-traducionais realizadas no
Reticulo Endoplasmético e Complexo de Golgi (CG) (GIBBS et al., 2008; MILNE et
al., 20038). Como procariotos ndo possuem um sistema de secrecdo via CG, a
produgcdo de uma proteina desse tipo pode ser abortada logo no inicio devido ao
acumulo de formas mal enoveladas em corpos de inclusdo no citoplasma bacteriano.
Porém, pouco pode se afirmar ja que nem mesmo a presenca de corpos de inclusao
foi observada na fragdo insoluvel, assim como também, nado foi possivel observar a
producao da recombinante na expressao em E. coli AD494.

Frente a isso, concomitante aos resultados insatisfatorios obtidos no sistema

de expressao procarioto, optou-se por iniciar a subclonagem da sequéncia
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nucleotidica de Lox i 1 em vetor préprio para expressao em Pichia pastoris. O
sistema de expressdo em leveduras é um sistema util para a expressao de alto
rendimento fornecendo grandes quantidades de proteinas para a pesquisa
laboratorial basica e fabricacao industrial. Os parametros de arejamento, pH e taxa
de alimentagéo de fonte de carbono, podem facilmente ser controlados quando em
comparacao com células de mamiferos (CEREGHINO et al,. 2000; HIGGINS et al.,
2001; MACAULEY et al,. 2005; SPADIUT et al., 2010; MATTANOVICH et al., 2012;
MOKDAD-GARGOURI et al,. 2012). Como as instalacdes e estruturas disponiveis
para o projeto ainda ndo possibilitam a utilizacdo de um sistema efetivo de
expressdo em células de insetos, por exemplo, a expressdao em levedura mostrou
ser uma alternativa que poderia trazer bons resultados.

Portanto, deu-se inicio aos processos de clonagem em cepa E. coli TOP10F’,
utilizada como uma etapa anterior a clonagem homéloga em Pichia pastoris, pois
permite a clonagem no vetor especifico para expressdo em levedura (vetores pPICZ)
de uma maneira rapida e flexivel que somente o sistema procarioto permite.

O vetor pPICZaC, escolhido para a expressado de Lox i 1 em Pichia pastoris,
fusiona na regido amino-terminal um peptideo sinalizador de secrecao em levedura
(Fator-a de Saccharomyces cerevisiae), que induz a secrecdo do produto
recombinante. Por esse motivo somente a construgdo contendo a sequéncia
nucleotidica madura foi escolhida para clonagem e expressdo em modelo
eucariotico. Desse modo tendo essa construcao teria somente um sinal de peptideos
hidrofébicos (proveniente do vetor de expressdo) que ao ser expresso seria
processado enderecando a proteina recombinante para a via biossintética de
secrecao.

A transformagdo em cepas de Pichia pastoris pode originar dois fenétipos
devido ao tipo de inser¢do génica nos cromossomos durante a recombina¢cao nos
genes AOX1 e AOX2. Esses fendtipos sdo denominados Mut+ e MutS, e resultam
em um aumento ou diminuigao significativo na producao de proteinas recombinantes
devido a preservagdo ou o rompimento do gene AOX1, respectivamente
(CEREGHINO, 2000).

Sugere-se que pelo fato da cepa de escolha ser a cepa X-33 ser a mais
proxima da cepa selvagem, a insercao génica tende a gerar quase 90% de fenétipos
Mut+ (CEREGHINO, 2000). Os clones obtidos apds a transformacdo foram

transferidos para placa YPD contendo 500ug de Zeocina com o intuito de selecionar
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clones que continham multicopias. Isso pode ocorrer, pois a integracdo da
construcao recombinante no genoma da levedura pode carrear diversas copias do
gene recombinante de forma sequencial, o que permite obter maiores quantidade da
proteina recombinante. Como o gene de resisténcia a Zeocina participa do cassete
recombinante é possivel selecionar esses clones por meio de uma suplementagao
de antibidtico superior ao comum (5x).

Apo6s a selecdo dos clones foi necessario uma selecdo de clones para a
expressao em pequena escala, com o intuito de verificar ndo somente a expressao
da proteina recombinante, mas também a sua secregdao para o meio extracelular,
sua solubilidade, dimerizagdo e padrao de glicosilagdo. Portanto, no momento séo
apresentados os resultados obtidos com um dos 10 clones analisados por meio de
expressdo em escala reduzida (Figura 13).

O teste de indugao foi analisado por SDS-PGE e Western Blotting (WB) (anti-
6xHis). Na figura 13, coluna 3, podemos observar a presengca de duas bandas
difusas e com massa acima de 48 kDa com reconhecimento positivo (WB) para a
cauda de Histidina (His6x) presente na proteina recombinante o que leva a crer que
0 processo de purificacdo nao foi efetivo e que provavelmente esteja ocorrendo
dimerizacao da proteina, uma vez que a massa de uma das bandas observadas &
de aproximadamente 90kDa (Figura 13, seta vermelha), porém nos testes em escala
maior, por meio de SDS-PAGE em condi¢cdes ndo-redutoras, ndo foi observado a
presenca de dimero (Figura 14, coluna3). Ja na fracao purificada, por meio de WB é
possivel verificar o reconhecimento positivo para a cauda de Histidina (His6x).

Apesar da andlise da sequéncia nucleotidica de Lox i 1 possuir dois sitios
preditos para N-glicosilacdo em mamiferos. Somado ao fato que o sistema de
expressdo em Pichia pastoris promove glicosilacdo. Nos resultados obtidos néo
foram observados indicios de glicosilagdo. E sabido que as proteinas do veneno
bruto de L. intermedia exibem intensa N-glicosilagdo com estruturas do tipo alta-
manose e em menor grau, as proteinas do veneno desta espécie também sao O-
glicosiladas e, neste caso, o agucar predominante é N-acetil-galactosamina (VEIGA
et al., 1999).

Do mesmo modo que ocorre com Saccharomyces cerevisiae, a levedura P.
pastoris promove N-glicosilagdo semelhante ao tipo alta-manose (de eucariotos
superiores) em proteinas da via secretéria assim como O-glicosilacdo em menor
escala (CEREGHINO e CREGG, 2000). O grau de N-glicosilacao é variavel, mas no
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caso de hiperglicosilacdo de proteinas o numero de unidades de manose pode
chegar a muitas unidades. A grande maioria dos alérgenos sao glicoproteinas,
porém em alguns casos é verificado que embora a forma recombinante produzida
em levedura se apresente na forma glicosilada é constatado que em sua forma
nativa a molécula alergénica encontra-se em uma forma n&o glicosilada. Uma
alternativa para evitar esse tipo de fenbmeno é utilizar técnicas de mutagao sitio-
dirigida (VINZON et al.,2010).

Com os resultados obtidos até o momento, nao foi possivel afirmar qual é o
padréo de glicosilacdo da proteina nativa em questdo presente no veneno, pois
somente um estudo mais aprofundado por técnicas de espectrometria de massas
poderia conduzir a essa observacao.

O baixo rendimento obtido na fase de expressdo em escala reduzida permitiu
estabelecer algumas condicées e exigiu algumas modificagcbes como o uso de
erlenmeyers modificados (com haletas de vidro) que proporcionam o aumento da
taxa de aeracdo dos frascos, assim como algumas alteracbes no protocolo de
purificacdo como o aumento da quantidade de resina Ni-NTA e a modificacdo do pH
das solugdes utilizadas durante a purificacao. Nao foi observado um padrao difuso
de bandas na fragao purificada como encontrado nos testes de escala reduzida. O
que se observa é uma banda com massa proximo a 40kDa, demonstrando uma
reducdo na massa do produto recombinante (Figura 14-Coluna 4). Do mesmo modo
€ possivel observado na analise por WB da fracao purificada (Figura 14-Coluna 5).
As mudangas nas condigdes de expressdo como 0 aumento da taxa de aeragao,
podem explicar a diferencas observadas entre as expressdes de pequena e maior
escala. Isso € sugerido devido auséncia de bandas referente ao dimero da proteina
na expressao em maior escala (Figura 14, coluna 3), o que indica que a banda
encontrada no WB do Void possa ser devido a redugéo parcial da proteina (Figura
13, coluna 3).

Como citado anteriormente sistemas de expressao sdo amplamente utilizados
em escala industrial devido ao rendimento favoravel que podem proporcionar.
Porém, os resultados obtidos até o momento demonstram um baixo rendimento de
expressao (600 pg/L). Embora o trabalho apresente resultados nunca antes obtidos,
assim como uma forma recombinante de uma proteina homéloga a alérgeno ainda
nao descrito, os protocolos de expressao podem ser novamente alterados visando

melhorar o rendimento. O uso de biorreatores, assim como a otimizagdo de cédons
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e melhoria nos sinais de secrecao demonstram ser uma alternativa viavel, uma vez
que permite trabalhar com volumes maiores e taxas de aeracao superiores (YANG et
al., 2013).

Buscando obter o0 maximo de informacdes possiveis dos resultados obtidos
durante o periodo do projeto de mestrado, foram feitas analises preditivas por meio
dos programas SwissModel e DeepView.pdb. Essas analises fornecem indicios
interessantes de estrutura, formagéo de epitopos e classificacéo de Lox i 1. Por meio
de analise de bioinformatica FERRER (2010), j4 havia observado que a sequéncia
nucleotidica do alérgeno de L.intermedia possui identidade com alguns alérgenos de
diversas espécies de artrépodes, como os alérgenos de espécies de formiga
(Pachycondyla chinensis e Solenopsis invicta) e piolho (Pediculus humanus
corporis). A analise da predicdo de estrutura tridimensional por programas de
bioinformatica é interessante, pois pode sugerir quais as semelhancas estruturais
entre moléculas, permitindo a melhoria na abordagem das analises bioquimicas ou
até mesmo na obtencao do cristal, embora isso seja somente atestado na pratica.

Frente a grande quantidade de moléculas alergénicas ja caracterizadas e
resolvidas, criou-se o interesse, por meio de ferramentas de bioinformatica alinhadas
ao PDB (Do inglés, Protein Data Bank), comparar dados referente a esses alérgenos
com o recém obtido Lox i 1. Segundo o PDB, esse cristal foi o que apresentou as
melhores condicbes de similaridade (40%) assim como os melhores parametros para
a construcao da estrutura tridimensional preditiva. Vale ressaltar que ja foi verificado
que o alérgeno Sol i 3 apresenta imunoreatividade cruzada com o Antigeno 5, cujo
qual pertence a mesma familia onde Lox i 1 foi agrupada nas anadlises obtidas por
FERRER em 2010 (PADAVATTAN et al., 2008; GIBBS et al,. 2008).

A analise dos resultados de um alinhamento executado por meio de
programas de alinhamento como o BLAST e o PDB, por exemplo, se dao em funcao
de dois valores: o score e principalmente o E-value. Os algoritmos desses
programas tentam identificar caracteres, com o intuito de fornecer maior seguranca
de que esse valor ndo seja reflexo de uma aleatoriedade, utiliza-se o E-value.
Portanto, o E-value corresponde a probabilidade de um evento de pareamento
aleatorio estar ocorrendo. Com isso, quanto mais proximo o valor de E-value for de
zero, melhor é o resultado. Sendo que alguns programas tém uma linha de corte de
10.0 para o E-value (SOUZA e LIFSCHITZ, 2007; ARNOLD et al., 2006).
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Por meio de analise preditiva estrutural, foi proposto analisar regides
conservadas que apresentaram maior identidade entre os alinhamentos da
sequéncia aminoacidica de Lox i 1 e Sol i 3. A intengdo € verificar se os
alinhamentos de regides conservadas descontinuas poderiam de algum modo
formar estruturas tridimensionais vizinhas que caracterizariam uma regido de
epitopos. Vale ressaltar que uma andlise de distribuicado de epitopos necessita de
uma evidéncia de distribuicdo de cargas eletrostaticas de superficie mais detalhada.
Porém a analise de epitopos pode sugerir de que maneira essas moléculas
alergénicas podem ativar o sistema imune, uma vez que um dos principais
mecanismos de hipersensibilidade € por reconhecimento de epitopos por IgE. Assim
como & comum relatos de reatividade cruzada entre alérgenos de espécies
diferentes (HOPP et al., 1981; KING et al., 1996; JENSEN et al., 2007; MULLER et
al., 2008).

A andlise preditiva sugere uma estrutura globular (Figura 15-A, B e C), sendo
que a coloracao é sugerida pelo programa e nao possuem significancia. Quanto aos
parametros validados, é importante citar, que devido ao fato do alérgeno de L.
intermedia possuir 415 aminoacidos e o alérgeno de S. invicta possuir 218
aminoacidos, a qualidade da predicdo feita com toda a sequéncia aminoacidica
gerava uma estrutura de baixa qualidade com um E-value acima de 10.0. Para tanto,
foi utilizado somente os primeiros 227 aminoacidos com o intuito de reduzir a
probabilidade de eventos de pareamento aleatérios com o restante da sequéncia
aminoacidica. Essa diferenga no tamanho entre o alérgeno Sol i 3 e Lox i 1 leva a
uma discussao interessante, pois ao analisarmos a composicao dos venenos de S.
invicta (HOFMAN, 2010) e L. intermedia (CHAIM et al., 2011) verifica-se uma certa
similaridade como a presenca de fosfolipases, serinopreotases, hialuronidases e
alérgenos. Talvez sugerindo um passo evolutivo em comum dos alérgenos Lox i 1 e
Sol i 3 provenientes de um ancestral comum. A diferen¢ca de tamanho entre as
moléculas em questado talvez possa ter uma explicagdo na evolugcao da natureza
predatéria que a aranha L. intermedia teve, exigindo a duplicacdo de genes
referentes a outras toxinas como as fosfolipases, as quais se encontram em grande
nuamero de isoformas (da SILVEIRA et al., 2006; CHAIM et al., 2011; VUITIKA et al.,
2013) e desse modo impedindo a duplicacdo de genes “menos” utilizados como do
alérgeno Lox i 1. Porém isso somente pode ser corroborado € comprovado com

estudos de filogenia mais aprofundados.
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A andlise da modelagem tridimensional por predicdo permitiu verificar nao
somente a distribuicao de estruturas proteicas, mas também forneceu indicios de
semelhancas entre estruturas proteicas classificadas dentro de um mesmo grupo
(Figura 16). Por meio de outro programa Deep View.pdb também alinhado ao PDB
foi possivel observar a co-marcacao de epitopos nao linares conservados entre os
alérgenos Lox i 1 e Sol i 3. Desse modo fornecendo embasamento teérico para
sugerir mecanismos de acgdo, formacado de epitopos e coordenagdo de sitios
cataliticos (ARNOLD et al., 2006; JENSEN et al., 2007).

De certo modo, ainda se tratando de analises estruturais, os dados obtidos na
modelagem estrutural preditiva sdo corroborados pelos dados obtidos na andlise por
Dicroismo Circular. Os dados da deconvolugdo demonstram que a proteina
recombinante possui uma estrutura secundaria bem estabelecida (Tabela 4). O perfil
do espectro do Dicroismo Circular sugere que a proteina recombinante encontra-se
soluvel e com um enovelamento estabelecido.

A caracterizacao de moléculas alergénicas é feita pelo perfil de ligacdo a
imunoglobulinas do tipo E presentes no soro de pacientes (RAST), sendo
classificado como o principal alérgeno presente em um veneno total aquele que é
responsavel por 50% do reconhecimento de epitopos. Em contrapartida, moléculas
que tenham um reconhecimento menor que 5% nao entram na classificagcdo de
alérgenos uma vez que sao incluidos como componente non-allergen dos venenos.
Atualmente vem crescendo a atencao para essas moléculas non-allergen uma vez
que seu potencial alergénico reduzido (Hipoalérgeno) pode apresentar um potencial
biotecnolégico na imunoterapia de dessensibilizacdo (VALENTA et al., 2010). Esses
alérgenos, muitas vezes compartiliham epitopos conformacionais com suas
isoformas de maior potencial alergénico, podendo ser utilizadas com maior eficacia
na terapia de dessensibilizacdo (NIEDERBERGER et al., 2013).

Essa discussdo € importante, pois a caracterizacdo mediante ao soro de
pacientes sensibilizados se torna um problema para a caracterizacdo de um
alérgeno presente no veneno de uma aranha do género Loxosceles sp (HAGEN,
1981). O numero de relatos de acidentes com essas aranhas € grande, porém a
descricdo da lesdo muitas vezes néo inclui reagdes sistémicas inespecificas tipicas
de reacOes alérgicas (HAGEN, 1981), ou seja, ndo € dada muita atencdo na
notificacdo de casos com eventos de hipersensibilidade aparente. Enquanto isso,

exames que poderiam melhor direcionar o diagnéstico como a dosagem de IgE
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circulante, sao negligenciados. Devido ao fato das reacdes alérgicas relacionadas ao
loxoscelismo serem pouco notificadas, a pesquisa de individuos alérgicos a picada
de aranhas do género Loxosceles sp se torna uma tarefa dificil. Frente a isso o
fendbmeno da imunoreatividade cruzada entre alérgenos (KING et al.,, 1996) com
epitopos conformacionais conservados pode ser uma alternativa para que desse
modo possa vir a comprovar o potencial alergénico do alérgeno Lox i 1. A
imunoreatividade cruzada € um evento comum entre os alérgenos da ordem
Himendptera como discutido no item 2.5 (BIRCHER et al, 2005; STEEN et al.,
2005; HEMMER et al., 2008), e corroborando com isso, um estudo interessante
trouxe a luz da literatura uma nova deteccao de reatividade cruzada entre alérgenos
provenientes organismos de ordens taxonémicas diferentes. Esse estudo baseado
em observagdes clinicas e estudos de correlagdo entre diferentes parametros
biolégicos, sugere um mecanismo bioldgico IgE-dependente para a imunoreatividade
cruzada entre veneno de vespa e extratos derivados de uma espécie de mosquito
(BIRCHER et al., 2005; SABBAH et al., 1999 e 2000). Desse mesmo modo, além
dos propositos para caracterizacao dos alérgenos (pelo perfil de ligacdo de IgE) a
imunoreatividade cruzada entre os alérgenos pode vir a ser uma explicagao para os
eventos de hipersensibilidade observados ap6s a picada de aranhas do género
Loxosceles sp. Pois € de se considerar que, uma vez presente no soro da vitima
acometida por uma picada de aranha Loxosceles intermedia, um tipo de IgE que
reconheca algum epitopo conservado entre outro alérgeno e Lox i 1, seja o
suficiente para desencadear uma reacdo de hipersensibilidade mediada por
Imunoglobulinas do tipo E. Essa discussao traz consigo mais um agravante na
complexidade do mecanismo que possa estar envolvido nos relatos ja observados
no loxoscelismo (HAGEN, 1981; DONEPUDI et al., 2005; KING et al., 2007; ROBB
et al., 2007; MAKRIS et al., 2009; PIPPIRS et al., 2009; LANE et al., 2011).

Mesmo com a indisponibilidade de soros de pacientes alérgicos ao alérgeno
de L. intermedia, e de outra espécie da Ordem Himenoptera, objetivou-se analisar
atividade biolégica de Lox i 1 por um método de inflamagédo j& padronizado e
utilizado em estudos anteriores (UDAKA et al, 1970; Da SILVEIRA et al.,2006;
APPEL et al., 2008; SADE et al., 2012). Ja foi descrito que o veneno da aranha-
marrom possui um componente termolabil e nao dialisavel relacionado com a
atividade histaminérgica (PALUDO et al., 2009). Ensaios in vitro avaliando a

liberagdo de histamina a partir de linhagem celular basofilica e analises in vivo de
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eventos relacionados com a degranulacdo de mastécitos em resposta a proteina
TCTP recombinante mostrou que esta proteina esta relacionada com a liberacao de
histamina nos eventos inflamatérios iniciais. Porém, como ja citado, os eventos de
hipersensibilidade mediados por IgE descritos na literatura como o exantema
pustuloso e o rash cutdneo ainda ndo foram esclarecidos (HAGEN, 1981;
DONEPUDI et al., 2005; KING et al., 2007; ROBB et al., 2007; MAKRIS et al., 2009;
PIPPIRS et al, 2009; LANE et al, 2011). Nesse contexto, o alérgeno Lox i 1
recombinante € uma ferramenta importante para o estudo da hipersensibilidade
relacionada ao loxoscelismo.

Por meio de um ensaio piloto de permeabilidade vascular foi analisado a
capacidade do alérgeno Lox i 1 alterar a permeabilidade de vasos de camundongos
Swiss. O aumento da permeabilidade vascular € um evento inicial relacionado a
quimioatracdo de moléculas pré-inflamatérias como citocinas, assim como auxilia na
locomogéo e passagem de células de defesa (i.e. Diapedese) (PARHAM, 2001).

Pode-se observar (Figura 18) que quando comparado aos controles o
alérgeno Lox i 1 foi capaz de aumentar a permeabilidade vascular (Figura 18). O
perfil de permeabilidade obtido entre Lox i 1 e o veneno total de L. intermedia foram
similares. Inicialmente houve a preocupacdo de que esse evento poderia estar
sendo desencadeado por contaminacdes derivados do sistema de expressao em
leveduras. Para isso, foi analisado o ensaio na presenca de uma proteina nao
relacionada bioquimicamente expressa em Pichia pastoris e purificada sob as
mesmas condi¢des descritas para a proteina Lox i 1. Desse modo, demonstrou-se
que a atividade observada é provinda da proteina recombinante e nao de
contaminantes da levedura.

Para elucidar melhor esse evento € necessario realizar um ensaio de
permeabilidade vascular dose-dependente para obter resultados mais
esclarecedores assim como outros ensaios in vitro com linhagem basofilica (i.e.
RBL-2H3). Desse modo, verificar se esse evento observado estd relacionado com a
liberagéo de histamina, sendo Lox /i 1 um fator liberador de histamina. Depois de
realizado isso, pode-se investigar se 0s mecanismos desse evento ocorrem de
maneira direta ou indireta.

Estudos adicionais se fazem necessarios. Para tanto ja estdo em andamento
a padronizacao da expressao do alérgeno recombinante em outras cepas de Pichia
pastoris como KM71H, GS115 e SMD1168 (Protease-free) (AUISTIN et al., 1998); a



90

producao de soro policlonal contra Lox i 1; assim como a purificacdo da proteina
para dar seguimento aos ensaios bioldgicos in vivo e in vitro. Quanto a obtencao do
monocristal do alérgeno recombinante e a subsequente analise por difracdo de raio-
X ja estd sendo proposta uma colaboracdo por um convénio estabelecido com o
Departamento de Fisica da UNESP. O papel desta proteina no veneno ainda
permanece incerto e podera ser elucidado com ensaios biolégicos em animais e
linhagens celulares relacionadas a mastécitos. Fica ainda a perspectiva de utilizar os
anticorpos produzidos em coelhos para a deteccao desta proteina no veneno total
produzido por L. intermedia. Frente a isso, pode-se constatar que o seguimento
desses estudos pode trazer novas ferramentas para melhor elucidar os eventos de
hipersensibilidade no loxoscelismo assim como em outros estudos de toxinologia

envolvendo reacdes alérgicas.
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a expressao, purificagéo e
caracterizacao biologica parcial de uma proteina homéloga a alérgeno presente na
glandula de veneno de Loxosceles intermedia. Embora estudos adicionais sejam
necessarios, foi possivel obter na forma sollvel e ativa uma isoforma recombinante
do possivel primeiro alérgeno descrito no veneno de uma aranha do Género
Loxosceles sp. Contudo, ndo houve sucesso na obtencdo da proteina homéloga a
alérgenos em sistemas de expressdao em procarioto. O sistema de expressao em
levedura demonstrou ser uma alternativa bem sucedida para a expressdo da
proteina de interesse. A anadlise estrutural preditiva demonstrou conservacao dos
epitopos conformacionais entre os diversos alérgenos, 0 que sugere estar também
relacionado com a proteina homoéloga a alérgeno, Lox i 1. Também foi possivel
observar que a proteina recombinante demonstra a capacidade de aumentar a
permeabilidade vascular em camundongo, dando indicios de sua participagao desde

os primeiros eventos inflamatérios presentes no loxoscelismo.
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ANEXO 1: Banco de proteinas utilizadas na analise em Dicroismo Circular

CDNN

Secondary Structure Analysis

1

Alpha-chemotrypsin

Alpha-chemotrypsin

2 | Cytochrome C Cytochrome C
3 | Elastase Elastase
4 | Hemoglobin Hemoglobin
5 | Lactate dehydrgenase Lactate dehydrgenase
6 | Lysozyme Lysozyme
7 | Myoglobin Myoglobin
8 | Papain Papain
9 | Ribonuclease Ribonuclease
10 | Subtilisin BPN Subtilisin BPN
11 | Flavodoxin Flavodoxin
12 | GAPDH GAPDH
13 | Prealbumin Prealbumin
14 | Subtilisin NOVO Subtilisin NOVO
15 | Triosephosphate isomerase | Triosephosphate isomerase
16 | polygutamic acid polygutamic acid
17 | Thermolysin Thermolysin
18 | Hemerythrin Hemerythrin
19 | T4 Lysozyme carboxypeptidase A
20 | EcoR1 concavalin A
21 | Bea-Lactoglobulin Bence-Jones Protein
22 | Superoxide Dismutase Rubredoxin
23 | Phosophoglycerate kinase T4 Lysozyme
24 EcoR1
25 | Above for advanced TNF-Alpha
26 Gamma-Crystallin
27 Azurin
28 Bea-Lactoglobulin
29 pepsinogen
30 Trypsin
31 Superoxide Dismutase
32 Phosophoglycerate kinase
33 Bungarotoxin

Above for complex
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