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RESUMO

O loxoscelismo é a principal forma de araneismo na América do Sul, sendo
causado pela inoculacdo do veneno de aranhas do género Loxosceles, mais
conhecidas como aranhas marrom. As aranhas marrom estdo distribuidas
mundialmente e, no Brasil, as espécies consideradas de importancia meédica sao
Loxosceles gaucho, L. laeta e L. intermedia. Acidentes causados por aranhas deste
género desencadeiam quadro clinico caracteristico de dermonecrose no local da
picada. Até o momento, ndo existe diagnostico especifico, e este se baseia em trés
aspectos: lesdo compativel, epidemiologia e identificacdo do aracnideo. As formas
de tratamento recomendadas sao administragdo de corticoides e uso de
antivenenos, considerado o tratamento especifico e de melhor resultado desde que
administrado precocemente. Apesar das inovagfes tecnoldgicas, a producdo dos
soros antivenenos ainda obedece ao mesmo modelo basico proposto ha um século.
Neste sentido, considerando o uso crescente de anticorpos monoclonais e seus
fragmentos humanizados como terapia em diversas patologias, este trabalho tem
como objetivo produzir e caracterizar fragmentos de anticorpo recombinantes
humanizados, nos formatos scFv e diabody, contra as toxinas dermonecroéticas
presentes no veneno de Loxosceles intermedia. Para isso, as sequéncias deduzidas
das regifes variaveis do anticorpo monoclonal mAb7, previamente produzido pelo
grupo, foram usadas como molde na humanizacéo e constru¢cao de um fragmento de
cadeia Unica (scFv) e um dimero de scFv denominado de diabody. A producédo
desses fragmentos de anticorpo foi realizada em sistema de expresséo bacteriano e
avaliada por PCR e eletroforese em gel de agarose. A caracterizacdo dos
fragmentos foi evidenciada por SDS-PAGE e imunoensaios ELISA e Western
blotting. Os resultados do sequenciamento bem como o aparecimento de bandas
especificas em gel de agarose confirmaram a construcdo dos fragmentos. A
migracdo eletroforética dos extratos periplasmaticos demonstrou a eficiéncia de
producdo em sistema bacteriano. Foi possivel verificar que 0s anticorpos
recombinantes produzidos foram capazes de reconhecer especificamente as toxinas
dermonecroticas do veneno de L. intermedia, da mesma maneira que a molécula
parental, o anticorpo monoclonal mAb7, sugerindo eficiéncia na construcéo e
producdo dos fragmentos. Ensaios in vitro, como neutralizacdo de hemolise e
atividade esfingomielinadsica, e in vivo, como a neutralizacdo da atividade
dermonecrotica em coelhos, sdo perspectivas para validagdo da funcionalidade e
futuro emprego terapéutico destas moléculas.

Palavras-chave: Aranha marrom. Anticorpo recombinante. Antiveneno.



ABSTRACT

Loxoscelism is the main form of araneism in South America, being generated
by the inoculation of the venom of spiders of the genus Loxosceles, also known as
brown spiders. Brown spiders are spread worldwide and in Brazil, the species
considered of medical importance are Loxosceles gaucho, L. laeta and L. intermedia.
Accidents caused by spiders of this genus initiate the characteristic clinical feature of
dermonecrosis on the bite site. Until now, there are no specific diagnosis, and it is
based on three aspects: compatible lesion, epidemiology and identification of the
arachnid. The reccomended forms of treatment are steroids administration and the
use of antivenoms, considered the specific treatment and of better result if
administered early. Despite the technological innovations, the antivenom serum
production still follows the same basic model proposed a century ago. In this sense,
considering the increasing use of monoclonal antibodies and its humanized
fragments as therapy formas in many pathologies, this work aims to produce and
characterize humanized recombinant fragments of antibody, in scFv and diabody
formats, against the dermonecrotic toxins from Loxosceles intermedia venom. For
this, the deduced sequence of the monoclonal antibody mAb7 variable regions,
previously produced by the group, were used as template in humanization and
construction of a single chain fragment (scFv) and a scFv dimer denominated
diabody. Production of the antibody fragments was performed in bacterial expression
system and evaluated by PCR and agarose gel electrophoresis. The fragments
characterization was performed by SDS-PAGE and immunoassays ELISA and
Western blotting. Sequencing results as well as the appearence of specific bands on
agarose gel confirmed the fragments construction. Electrophoretic migration of the
periplasmic extract demonstrated the efficiency of production on bacterial system. It
was possible to verify that the recombinant antibodies were capable of recognizing
specifically the dermonecrotic toxins from L. intermedia venom likewise the parental
molecule, the monoclonal antibody mAb7, suggesting efficiency on the construction
and production of the fragments. In vitro assays, such as neutralization of hemolysis
and sphingomyelinase activity, and in vivo, such as neutralization of dermonecrotic
activity in rabbits, are prospects for the functionality validation and future therapeutic
application of these molecules.

Keywords: Brown spider. Recombinant antibody. Antivenom.
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1 INTRODUCAO

O Loxoscelismo, ou araquidismo necrotico ou gangrenocutaneo, é causado
pela inoculagéo do veneno das aranhas do género Loxosceles (SILVA et al, 2004) e
€ considerada a principal forma de araneismo no Brasil (BRASIL, 2001; WOLFART
et al, 2009). A Regido Sul do Brasil registrou mais de 80.000 casos de acidentes por
Loxosceles no periodo de 2000 a 2017, e mais da metade dos casos foi reportada
no Estado do Parana (BRASIL, 2018).

A picada de aranhas deste género pode desencadear dois quadros clinicos
caracteristicos, sendo eles a forma cutanea, geralmente acompanhada de dor e
eritema no local da picada, podendo evoluir para um quadro de dermonecrose; e
também a forma sistémica, tendo como sintomas caracteristicos hemdlise
intravascular e faléncia renal (RIBEIRO et al, 2007; TAMBOURGI et al, 2010).

O tratamento atual para o loxoscelismo é feito a partir de diversas terapias,
sendo as mais comuns e mais empregadas o uso de analgésicos, anti-histaminicos,
corticosteroides e antivenenos (SILVA et al., 2004; SWANSON e VETTER, 2006). O
uso de antivenenos é considerado o tratamento especifico, mas sua eficacia é
observada desde que administrado até 72 horas apds a picada (PAULI et al, 2009).
Entretanto, por serem constituidos de anticorpos policlonais, apenas uma pequena
fracdo reconhece e neutraliza de forma especifica as toxinas presentes nos venenos
(BRAZ et al, 1999).

Com o avanco da engenharia genética e molecular novas estratégias
auxiliam no desenvolvimento de diferentes moléculas, como anticorpos monoclonais,
seus fragmentos recombinantes e peptideos sintéticos (ALVARENGA et al, 2003;
DE MOURA et al, 2011; KARIM-SILVA et al, 2016), com o intuito de utiliza-los como
ferramentas no tratamento do loxoscelismo. Além disso, dada a capacidade
neutralizante dos anticorpos monoclonais e fragmentos recombinantes de anticorpo,
estes apresentam-se como substitutos dos soros antivenenos policlonais utilizados
atualmente como tratamento (LOVRECEK e TOMIC, 2011; CHOW e CASADEVALL,
2012).

A crescente producdo de fragmentos recombinantes de anticorpos contra
diversas toxinas, como as presentes em venenos de escorpido (DI TOMMASO et al,
2012), serpente (RONCOLATO et al, 2013; LEE et al, 2017) e da aranha Loxosceles
intermedia (JIACOMINI et al, 2016; KARIM-SILVA et al, 2016), esses dois ultimos
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pelo nosso grupo, nos encorajam a producdo e caracterizacdo de tais moléculas

recombinantes em novos formatos para aplicacao na terapéutica.

1.1 JUSTIFICATIVA

O envenenamento por aracnideos do género Loxosceles representa um
grave problema de saude publica no Brasil. Anualmente, 30% dos casos de
envenenamento por picadas de aranha atribuem-se as espécies contidas nesse
género. Um grande desafio para o loxoscelismo é o diagnostico, que enfrenta
limitagbes tendo em vista que os sinais clinicos iniciais podem se mostrar
inespecificos e, muitas vezes, a picada ndo € percebida, de maneira que, quando
manifestacfes mais severas ocorrem, pode ser muito tarde para alguma intervencao
especifica. O tratamento das vitimas de envenenamento tipicamente se faz com
corticosteroides e pela administragdo do soro anti-veneno, que é o Unico tratamento
especifico, mas s6 é indicado com a confirmacdo do envenenamento, que
geralmente ndo é possivel pela falta de um teste diagndstico. Quanto mais cedo for
iniciado o tratamento, melhor serd o prognéstico do paciente (PAULI et al, 2009).

Por mais que a biotecnologia esteja avancando cada vez mais nos ultimos
anos, a producdo dos soros antivenenos ainda segue o mesmo modelo basico
proposto h4 um século. Essa producdo se baseia na imunizacdo de animais de
grande porte, utilizando grandes quantidades de veneno, com o objetivo de induzir a
producdo de anticorpos que sejam capazes de reconhecer e neutralizar as toxinas
do veneno inoculado. Embora o tratamento por soroterapia possa ser eficaz, a
administracdo de anticorpos heterélogos pode trazer sérios riscos aos seres
humanos, devido a alta imunogenicidade, que pode resultar em reacdes anafilaticas
provenientes da administracdo do soro equino hiperimune, ou ainda reacdes tardias
de hipersensibilidade tipo Ill, conhecidas como doenca do soro. Tais caracteristicas
dos antivenenos também gera desconforto na comunidade médica na hora de
prescrever o tratamento especifico (LOVRECEK e TOMIC, 2011).

Sendo assim, € evidente que o desenvolvimento de moléculas anti-toxinas
de baixa imunogenicidade, mas alta capacidade neutralizante e reduzido custo de
producdo, é de suma importancia para melhorar a qualidade no tratamento de

diversos tipos de envenenamento.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar fragmentos de anticorpos recombinantes
humanizados nos formatos scFv e diabody contra as toxinas dermonecroticas

presentes no veneno de Loxosceles intermedia.

1.2.2 Objetivos especificos

e Obter o fragmento scFv a partir do gene recombinante humanizado
sintetizado em plasmideo de expresséao.

e Construir o gene codificante para o fragmento recombinante diabody.

e Transformar bactérias com os vetores de expressao.

e Expressar os fragmentos de anticorpo scFv e diabody no sistema de
expressao bacteriano e purifica-los.

e Caracterizar os fragmentos de anticorpos recombinantes imunoquimicamente.

e Avaliar a capacidade funcional dos fragmentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Existem mais de 47.000 espécies de aranhas descritas atualmente (WORLD
SPIDER CATALOG, 2018) e 5 géneros sao considerados de importancia médica ao
redor do mundo por conterem as espécies mais venenosas. Esses géneros sao
Latrodectus spp. (vilva-negra), Loxosceles spp. (aranha marrom), Phoneutria spp.
(aranha armadeira), Atrax e Hadronyche spp. (aranha-teia-de-funil). No Brasil, as
aranhas consideradas perigosas sao as trés primeiras, sendo que as duas Ultimas
nao apresentam casos registrados no Brasil (CHAGAS et al, 2010; LOVRECEK e
TOMIC, 2011).

As aranhas do género Loxosceles sdo amplamente distribuidas pelo mundo,
sendo encontradas na Europa, Africa, Oceania, Asia e América (CHAGAS et al,
2010; ISBISTER e FAN, 2011), sendo descritas atualmente mais de 130 espécies.
No Brasil sdo encontradas 14 espécies (WORLD SPIDER CATALOG, 2018), sendo
duas delas descritas recentemente (FUKUSHIMA et al, 2017). Trés espécies
ocorrem com maior incidéncia nas regides Sul e Sudeste e sdo responsaveis pelos
casos de envenenamento humano: Loxosceles gaucho, Loxosceles laeta e
Loxosceles intermedia (CHAGAS et al, 2010; RAMOS et al, 2015), sendo esta ultima
a mais predominante no Estado do Parana e, também, associada a maior parte dos
acidentes (MARQUES-DA-SILVA e FISCHER, 2005; PINTO, 2009).

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), foram registrados
no Brasil, no periodo de 2007 a 2016, 260.600 casos de acidentes por aranhas,
sendo que 31% (n=80.076) dos acidentes foram causados por aranhas do género
Loxosceles. A regido Sul registrou aproximadamente 90% (n=71.537) dos acidentes
causados por Loxosceles, a maior incidéncia em todo o pais. O Parana registrou
mais de 47.500 casos (66%), sendo o estado com maior nimero de notificacdes da
regido Sul. Dentre as ocorréncias no Parana, cerca de 40% (n=19.000) ocorreram na
capital Curitiba (TABELA 1).
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TABELA 1 - ACIDENTES POR ARANHAS NO PERIODO DE 2007 A 2016 NO BRASIL

Centro

Género Norte Nordeste Oeste Sudeste Sul Total Frequéncia
Ignorado/Branco 3.386 6.615 2.848 31.887 31.204 75.940 29%
Phoneutria 897 510 497 12.461 23.970 38.335 15%
Loxosceles 871 1.044 622 6.002 71.537 80.076 31%
Latrodectus 80 357 53 435 186 1.111 0%
Outras espécies 1.594 2.053 999 15.902 44.590 65.138 25%
Total 6.828 10.579 5.019 66.687 171.487 260.600 100%
Frequéncia 2% 4% 2% 26% 66% 100%

FONTE: adaptado de Ministério da Saude/SVS-SINAN (BRASIL, 2018)
LEGENDA: Numero de notificagdes e frequéncia aproximada de acidentes por tipo de aranha e
regido do Brasil, no periodo de 2007 a 2016.

2.2 ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES

2.2.1 Morfologia e etologia

As aranhas do género Loxosceles (Araneae, Sicariidae), mais conhecidas
como aranhas-marrom, s8o caracterizadas pelo pequeno tamanho corporal, entre 1
e 5 centimetros, pernas finas e longas, cor amarronzada, como o0 proprio home
popular diz e apresentam uma marca escura no formato de violino disposta na
regido dorsal do cefalotérax (FIGURA 1-A) Além disso, possuem seis olhos
dispostos em pares no formato de U, caracteristicos desse género (FIGURA 1-B)
(TAMBOURGI et al, 2010; GREMSKI et al, 2014). O nome Loxosceles significa
pernas inclinadas, devido a posi¢do das pernas que a aranha mantém quando esta
em repouso (FIGURA 1-C e 1-D) (VETTER, 2008).

Podem ser encontradas em cascas de arvores, entulhos de construgéo,
como telhas e tijolos, mdéveis domésticos e quadros de parede, assim como em
roupas e sapatos, sendo estas Ultimas situacdes em que ocorrem mais acidentes.
N&o sdo aracnideos agressivos e a picada ocorre apenas quando pressionadas
contra o corpo (BRASIL, 2001; SILVA et al, 2004; MARQUES-DA-SILVA e
FISCHER, 2005; CHATZAKI et al, 2012).
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FIGURA 1 - MORFOLOGIA DE LOXOSCELES SPP.

B s W S T S ) 2 ¢ &
FONTE: adaptado de Gremski et al, 2014 (A); adaptado de Vetter, 2008 (B), adaptado de Tambourgi
et al, 2010 (C e D).

LEGENDA: marca em formato de violino na regido dorsal do cefalotérax (A), disposi¢do dos olhos em
pares no formato de U (B), fémea (C) e macho (D) de Loxosceles intermedia.

2.2.2 Veneno e as toxinas dermonecroéticas

O veneno secretado pelas aranhas do género Loxosceles é composto de
uma complexa mistura de proteinas, transcritas em diversas proporc¢des (FIGURA 2-
A), como as fosfolipases D (FIGURA 2-B), as astacinas (metaloproteases),
hialuronidases, toxinas da familia TCTP (proteina tumoral translacionalmente
controlada), peptideos da familia ICK (n6 de cistina inibidor; LiTx1-4), serino

proteases, inibidores de serino protease e alérgenos (GREMSKI et al, 2010; 2014).

FIGURA 2 - COMPONENTES DO VENENO DE LOXOSCELES

TCTP
A Serine-protease 4o oo allergen
0.5% 0.2%
Neurotoxin - Magi 3 Hyaluronidase
2.4% 0.1%
LiTx4 Serine protease inhibitor
LiTx1 3.8% 0.1%

6.2%

Phospholipase-D
20.2% Astacin-ike
metalloprotease
22.6%

FONTE: Gremski et al, 2010 (A); Gremski et al, 2014 (B).
LEGENDA: Proporc¢éo relativa de cada grupo de toxinas em relacdo ao total de transcritos codificados
de toxinas do veneno (A); Estrutura tridimensional da fosfolipase D (B).

Essa complexa mistura de proteinas apresenta componentes que variam de
3 a 150 kDa de massa molecular (FIGURA 3) (FELICORI et al, 2009; CHAVES-
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MOREIRA et al, 2017). As fosfolipases D (PLDs) encontradas no veneno
apresentam massa molecular que varia entre 30 a 35 kDa e sdo consideradas os
principais componentes do veneno de Loxosceles pois sdo responsaveis por
causarem a maioria dos sinais observados no loxoscelismo. Elas sdo capazes de
desencadear dermonecrose, catalisando a hidrélise de fosfolipidios, como as
esfingomielinas presentes na membrana celular, causando a liberacdo de colina e
ceramida 1-fosfato (C1P) (GREMSKI et al, 2014; CHAVES-MOREIRA et al, 2017). A
C1P estimula a proliferacdo celular, impede a apoptose ao inibir as caspases 9 e 3,
induz migragéo celular, promove inflamacdo e aumento da quantidade de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Rivera e colaboradores (2015) verificaram que, em altas
concentracfes, a C1P causa morte celular, sendo isso consistente com a ocorréncia
de lesBes dermonecroticas causadas pela picada de aranhas marrom, local em que
as concentracdes de PLDs/C1P sao altas.

Além disso, a catalise mediada pelas PLDs na presenca de Mg*, o qual
atua como co-fator, leva a hidrélise de lisofosfatidilcolina (LPC), além de liberar acido
lisofosfatidico (LPA). O LPA é um mediador lipidico do tipo fator de crescimento
indutor de diversos efeitos patofisiol6gicos, como agregacao plaquetaria, secrecao
de citocinas e quimiocinas, aumento da permeabilidade endotelial, quimiotaxia,
inflamacéo, angiogénese e progresséo tumoral, além de aumentar a permeabilidade
vascular, induzir intensa resposta inflamatéria, agregacdo plaquetaria, hemolise e
toxicidade renal (GREMSKI et al, 2014; RIVERA et al, 2015; CHAVES-MOREIRA et
al, 2017).

Com relacdo a acdo dos demais componentes do veneno, sabe-se que as
astacinas sado proteases da familia das metaloproteases e atuam degradando
fibronectina e fibrinogénio. Os peptideos da familia ICK atuam como inseticidas,
tendo afinidade por canais de sédio voltagem-dependente, porém nédo ha evidéncia
de que esses peptideos estdo envolvidos na patogénese no loxoscelismo. As
proteinas TCTP sdo responsaveis por causarem edema e aumentar a
permeabilidade vascular, pois sdo fatores de liberacdo de histamina. As enzimas
hialuronidases degradam o &cido hialurénico, sendo este um importante componente
da matriz extracelular de vertebrados, atuando como lubrificante, além de ser uma
barreira que impede a entrada de particulas exdgenas. Acredita-se que as
hialuronidases sao fatores de propagacao, pois aumentam a difusdao de outras

toxinas provenientes do veneno por causarem a degradacédo da matriz extracelular,
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além de estarem relacionadas com a necrose, edema e eritema caracteristicos do
envenenamento por Loxosceles. As serino proteases sao zimogénios ativados por
tripsina e estdo relacionadas com a ativacdo do complemento, além de ter
importante papel na degradacdo tecidual local e de interferirem na coagulacdo
sanguinea e fibrindlise. Os inibidores de serino proteases possuem diferentes
funcbes e atividades, sendo uma delas a atividade antitrombotica e anticoagulante
relacionadas a inibicdo do Fator-Xa. Com relacédo aos alérgenos, apesar de estarem
presentes no veneno, existem poucos relatos de caso em que a inoculacdo do

veneno resultou em reacdes alérgicas (GREMSKI et al, 2014).

FIGURA 3 - PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS DO VENENO DE LOXOSCELES
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FONTE: adaptado de Ramada (2012).
LEGENDA: Gel de poliacrilamida 12,5% corado por prata, contendo 2 ug de proteinas provenientes

do veneno de Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta. M: marcador molecular.
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Com o advento da biologia molecular e do desenvolvimento de tecnologias
gue utilizam DNA recombinante, diversos estudos dos componentes do veneno de
aranhas do género Loxosceles vém elucidando diferentes fun¢des e mecanismos de
atuacao das toxinas presentes no veneno (KALAPOTHAKIS et al, 2007; GREMSKI
et al, 2014). A identificacdo de proteinas com atividade dermonecroética, como a LiD1
(proteina dermonecrotica 1 de Loxosceles intermedia) (KALAPOTHAKIS et al, 2002)
e a producao de proteinas recombinantes, como a recLiD1 (proteina dermonecrotica
1 recombinante de Loxosceles intermedia) (FELICORI et al, 2006) contribuiram para



24

a identificacdo de possiveis regiées que podem atuar como epitopos, com o intuito
de produzir soros antivenenos com maior capacidade de neutralizacdo in vivo do
que soros produzidos contra o veneno como um todo (FELICORI et al, 2009;
TAMBOURGI et al, 2010; GREMSKI et al, 2014).

2.2.3 Efeitos biolégicos do veneno

Os efeitos biologicos do veneno de Loxosceles sdo avaliados através de
ensaios in vivo, utilizando coelhos, ratos e camundongos, € in vitro, com 0 emprego
de eritrécitos e plasma humanos. Chaves-Moreira e colaboradores (2017) relatam
gue, nos estudos de Babcock et al (1981) e Bascur et al (1982), foi observado que o
veneno causa necrose, hemolise em eritrocitos humanos, diminuicdo do tempo de
coagulacdo em plasma humano, alteracbes no tempo de tromboplastina e
protrombina, além de alteracdes na contagem de plaquetas e degradacdo de
fibrinogénio-fibrina. Também foi relatado por Dias-Lopes et al (2010) e Lucato et al
(2011) que as toxinas do veneno podem levar a lesdo renal aguda em ratos e que
esta lesdo é independente das lesdes dermonecrdticas. Além disso, andlises de
células endoteliais em cultura expostas ao veneno evidenciaram alteracdo na
adesdo celular, seguida da retracao e descolamento dessas células, resultando em
apoptose. Tais efeitos nas células endoteliais podem estar relacionados a
hemorragia observada no loxoscelismo sistémico, devido a resultante fragilidade dos
vasos sanguineos.

Com relagéo ao loxoscelismo cutaneo, foi observado que o veneno induz o
aumento na expressdo e secrecdo de metaloproteinases de matriz por
gueratinécitos humanos, as quais estdo relacionadas a morte celular e,
presumidamente, a dermonecrose (CORREA et al, 2016). Ja a inoculacio de
veneno em camundongos levou a liberacdo de mediadores inflamatorios, como
prostaglandinas, interleucinas, proteina atraente de mondcito e de queratindcito,
além de migracdo leucocitaria e edema no local de inoculacdo do veneno.
(BARBARO et al, 2010).

A acdo hemolitica do veneno foi elucidada por Tambourgi e colaboradores
em 2000, quando foi identificado o mecanismo de indugcéo de hemdlise dependente
de complemento pelo veneno. Os autores descrevem que a incubacao de eritrocitos

humanos com veneno de Loxosceles intermedia resulta na clivagem de glicoforinas
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presentes na superficie dos eritrgcitos, facilitando a ativacdo do complemento e a
ocorréncia de hemolise. Foi observado que a atividade das fosfolipases induziu a
ativacdo de metaloproteases enddgenas, as quais clivam glicoforinas. Também foi
verificado que a hemolise dependente do complemento € transferida de célula a

célula, justificando extensa hemdlise causada pelo envenenamento por Loxosceles.

2.3 ACIDENTES POR LOXOSCELES

2.3.1 Loxoscelismo

Loxoscelismo, também chamado de araquidismo necrético ou
gangrenocutaneo, € a forma mais importante de araneismo na América do Sul
(WASSERMAN e ANDERSON, 1984; ISBISTER e FAN, 2011; LIMA et al., 2018) e
mais grave no Brasil (BRASIL, 2001), sendo causada por aranhas do género
Loxosceles. Pode apresentar-se na forma cutanea e, também, na forma sistémica
(ISBISTER e FAN, 2011). De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2018), a
Regido Sul do Brasil registrou mais de 260.000 casos de araneismo no periodo de
2000 a 2017, sendo que mais da metade destes ocorreram apenas no Estado do

Parana.

2.3.2 Quadro clinico

O quadro clinico ap6s a picada caracteriza-se, na maioria dos casos, por
auséncia de dor no local em que o veneno foi inoculado e o desenvolvimento de
edema e eritema suave. Entre as primeiras 24 horas, passa a ser visivel equimose e
palidez no local, além do surgimento de dor acompanhado do eritema. Essa leséo
cutanea (FIGURA 4) decorrente da picada pode evoluir para um quadro de necrose,

podendo deixar uma ulcera de dificil cicatrizagdo (BRASIL, 2014).
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FIGURA 4 - LOXOSCELISMO CUTANEO

5 dias 8 dias 14 dias :

FONTE: Ocafias e Mifuji (2013).
LEGENDA: Evolugéo da leséo cutanea resultante da inoculag&o do veneno de Loxosceles na coxa
direita de uma garota de 10 anos de idade no México.

Além do loxoscelismo cutaneo, existe a forma mais grave, denominada
loxoscelismo cutaneo-hemolitico, em que os sintomas sdo hemdlise intravascular
nem sempre associada a lesdo cutanea, podendo levar a insuficiéncia e faléncia

renal devido a necrose tubular, em alguns casos (BRASIL, 2014).

2.3.3 Diagndstico

Apesar de alguns resultados laboratoriais sugerirem os efeitos sistémicos do
loxoscelismo, ainda nao existe nenhum diagnostico especifico indicado pelo
Ministério da Saude, portanto este se baseia em trés aspectos: lesdo compativel,
epidemiologia e identificacdo do aracnideo (CABRERIZO et al, 2009; GREMSKI et
al, 2014). Alguns autores tém trabalhado com intuito de desenvolver testes capazes
de detectar veneno no local da picada (KRYWKO e GOMEZ, 2002; McGLASSON et
al, 2009) e em amostras de sangue humano contendo venenos loxoscélicos
(GOMEZ et al, 2002; JIACOMINI et al, 2016), mas nenhum deles encontra-se em
uso, pois precisam ser aprimorados no que diz respeito a sensibilidade e deteccao

de venenos de demais espécies.

2.3.4 Tratamento

Até o momento, o tratamento para o loxoscelismo € controverso, pois ndo ha
um consenso e diversas terapias sdo empregadas. A administracdo de analgésicos,

vasodilatadores, anti-histaminicos, antibioticos, corticosteroides e antivenenos,
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dialise, transfusdes de sangue, como também a elevacdo do local da picada e
aplicacao de compressa fria séo alguns dos tratamentos mais utilizados (SILVA et al,
2004; PAULI et al, 2006; SWANSON e VETTER, 2006).

No Brasil, sdo utilizados antivenenos loxoscélicos, 0s quais estédo
disponiveis em dois tipos: soro antiloxoscélico e soro antiaracnidico. O soro
antiloxoscélico € poliespecifico para os venenos de L. laeta, L. gaucho e L.
intermedia, sendo produzido pelo Centro de Produgcdo de Pesquisa de
Imunobioldgicos, Parana, Brasil, obtido através do plasma de cavalos imunizados
com o0s venenos das trés espécies de Loxosceles (SORO ANTILOXOSCELICO,
2008). O soro antiaracnidico, e também antiescorpionico, é proveniente do plasma
de cavalos imunizados com o0s venenos de aranhas dos géneros Loxosceles e
Phoneutria (“aranha-armadeira”) e de escorpides do género Tityus (SORO
ANTIARACNIDICO E ESCORPIONICO, 2012).

Apesar de o uso de antivenenos ser o tratamento especifico no Brasil
(PAULI et al, 2006) e de ser possivel o seu direcionamento para espécies
especificas (BRAZ et al, 1999), eles sdo compostos de anticorpos policlonais, e
apenas uma pequena parcela desses anticorpos reconhece toxinas dos venenos.
Além disso, este ndo é um tratamento sem riscos. A administracdo de anticorpos
heter6logos em seres humanos pode levar a reacdes de hipersensibilidade devido
ao reconhecimento de moléculas de composicdo estranha pelo sistema imune
(BRASIL, 2014).

2.4 ANTICORPOS POLICLONAIS, MONOCLONAIS E RECOMBINANTES

Anticorpos, ou imunoglobulinas, sdo proteinas que possuem a capacidade
de se ligar a diferentes classes de antigenos, através de regides denominadas
epitopos. Essas moléculas se mostram ideais para tratamento, devido a
especificidade de se ligar a um antigeno (QIU et al, 2017). As imunoglobulinas G
(IgGs), uma classe de anticorpos, sao proteinas que se apresentam em formato de
Y, sendo constituidas de duas cadeias leves (L) idénticas, cada uma com um
dominio constante e um variavel, e duas cadeias pesadas (H), constituidas trés
dominios constantes e um dominio variavel. Os dominios variaveis sdo 0s que
interagem diretamente com o antigeno e os dominios constantes sdo responsaveis
pela funcdo efetora (FIGURA 5) (FIELDS et al, 2013).
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FIGURA 5 - IMUNOGLOBULINA G E FRAGMENTOS RECOMBINANTES
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FONTE: adaptado de Fields et al (2013).
LEGENDA: Representacéo estrutural da imunoglobulina G e dos diversos formatos de fragmentos de
anticorpo recombinantes. Fc=fragmento cristalizavel. Fab=fragmento de liga¢éo do antigeno. FRs=
regido de framework. CDRs=regides determinantes de complementariedade.

Apesar dos avancos decorridos ao longo de um século de soroterapia, 0
emprego de anticorpos heterdlogos produzidos a partir da imunizacdo de equinos
ainda tem suas restricbes, devido ao receio de desencadearem reacdes adversas
(LOVRECEK e TOMIC, 2011; CHOW e CASADEVALL, 2012). Em adicdo, a
producdo dos soros demanda uma grande quantidade de veneno para a imunizacao
e para os testes de poténcia pré-clinicos, além de que apenas uma parcela dos
anticorpos produzidos, cerca de 20%, é direcionada para as proteinas do veneno, e
menos de 5% apresenta acao de neutralizagdo dessas toxinas (ALVARENGA et al,
2014; FIGUEIREDO et al, 2014).

Nos ultimos anos, diversos grupos vém buscando formas de melhorias para a
produgéo de anticorpos policlonais antiloxosceélicos. Uma variedade de moléculas,
como proteinas recombinantes (FELICORI et al, 2006), quimera (FIGUEIREDO et al,
2014), peptideos sintéticos (FELICORI et al, 2009; DIAS-LOPES et al, 2010;
RAMADA et al, 2013) e mimotopos (DE MOURA et al, 2011) foram empregados na
validagéo de anticorpos neutralizantes ou como imundgenos alternativos. Outro viés
€ 0 uso de anticorpos monoclonais, que podem apresentar algumas vantagens em
relacdo aos policlonais, como reprodutibilidade e especificidade, e desse modo

mostram-se uma alternativa eficaz na terapéutica de algumas doencas (AHMAD et
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al, 2012; CHOW e CASADEVALL, 2012; ALVARENGA et al, 2014) e tém potencial
de substituicAo dos soros heterdlogos (LOVRECEK e TOMIC, 2011; CHOW e
CASADEVALL, 2012). Guilherme et al (2001) produziram anticorpos monoclonais
contra venenos de L. gaucho, porém os mesmos nao foram capazes de neutralizar a
atividade toxica dos veneno de L. intermedia, L. gaucho ou L. laeta. Ja Dias Lopes et
al (2014) obtiveram o anticorpo monoclonal murino mAbl6, que reconhece 0s
venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, mas apresenta inibicdo parcial dos
efeitos toxicos.

O anticorpo monoclonal LimAb7 produzido por Alvarenga et al (2003)
reconhece a fracdo proteica de 32 a 35 kDa, correspondendo ao grupo de proteinas
do veneno com atividade dermonecrética, as fosfolipases D, as quais séo
consideradas as principais indutoras da acdo necrética e hemolitica. Dias-Lopes et
al (2010) utilizaram o LimAb7 para evidenciar a interacdo do veneno de L. intermedia
com cardiomidcitos. De Moura e colaboradores (2011) utilizaram a técnica de Phage
display para mapear os epitopos reconhecidos pelo LimAb7. Além disso, o LimAb7
foi testado, no formato recombinante para deteccdo e também neutralizacdo do
veneno de L. intermedia (JJACOMINI et al, 2016; KARIM-SILVA et al, 2016). Nessa
perspectiva, novas tecnologias utilizando fragmentos de anticorpos podem ser
consideradas alternativas no tratamento de acidentes por aranhas e outros animais
peconhentos.

Os anticorpos recombinantes estdo emergindo como uma ferramenta de alto
potencial para aplicacdes terapéuticas em oncologia, processos inflamatorios,
doencas autoimunes, rejeicdo de transplantes, entre outros (ALVARENGA et al,
2014). Uma forma utilizada para a obtencéo de anticorpos recombinantes baseia-se
no uso de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais para a obtencdo das
sequéncias de imunoglobulinas. O beneficio do uso de anticorpos monoclonais
consiste na manutencdo da regido de reconhecimento do antigeno (paratopo) da
imunoglobulina original e, assim, da sua especificidade. Ainda, como demonstrado
por alguns grupos, esses fragmentos tendem a conservar a mesma capacidade de
funcional, sendo isso imprescindivel para aplicacdo terapéutica (MOUSLI et al,
1999).

Dentre os diversos formatos de anticorpos recombinantes, o menor fragmento
funcional de anticorpo é o scFv (fragmento de anticorpo de cadeia Unica), o qual

possui as cadeias leve (VL) e pesada (VH) da porcao variavel, unidas por um ligante
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peptidico (linker) de, aproximadamente, 15 residuos de aminacido. O linker deve
ligar a regido carboxiterminal de um dominio varidvel com o aminoterminal do outro,
permitindo estebilidade estérica das duas cadeias variaveis, sem acometer a
capacidade de ligagdo com o antigeno (AUBREY et al, 2003). Os residuos de
aminoacidos mais empregados sao Gly (glicina) e Ser (serina), que contribuem para
a flexibilidade da molécula, mas também podem ser intercalados com Glu (acido
glutdmico) e Lys (lisina) para melhorar a solubilidade. Quando o linker utilizado é
menor - 5 residuos — ocorre a formacgéo de dimeros, denominados diabody (AHMAD
et al, 2012; ALVARENGA et al, 2014).

Outros formatos de construcdo dos fragmentos de anticorpos recombinantes
podem ser constituidos de duas cadeias variaveis idénticas unidas (nanobodies
bivalentes ou diabody), scFvs bi-especificos unidos enfileirados (tandem). Além
disso, podem ser formadas moléculas quiméricas, como a construcdo nanobody-
human Fc, na qual a adicdo de uma regido Fc humana a um scFv ou nanobody
heterdlogo reduz significativamente a chance de reconhecimento pelo sistema imune
humano (ESPINO-SOLIS et al, 2009).

Recentemente, as sequéncias das regibes varidveis de cadeias leve e
pesada do anticorpo monoclonal mAb7 ja bem caracterizado (Alvarenga et al, 2003)
serviram como protétipo para producdo de um biosensor ligado a fosfatase alcalina
(JIACOMINI et al, 2016) com capacidade de quantificar veneno de L. intermedia; e
também de um diabody, que apresenta potencial protetor dos efeitos téxicos do
mesmo veneno (KARIM-SILVA et al, 2016). No entanto, este Ultimo permanece de
inteira composicdo murina e seu emprego para tratamento humano ainda pode
apresentar riscos.

Surgiu entdo a proposta do presente projeto de obter uma molécula num
formato humanizado, a partir do fragmento de cadeia Unica murino scFvLIimAb7,
construido previamente pelo grupo (KARIM-SILVA et al, 2016), com substituicdo de
algumas sequéncias murinas por sequéncias humanas, respeitando homologias
estruturais e caracteristicas intrinsecas ao sitio de interagdo com o antigeno. Deste
modo, visamos a producéo e caracterizacado de diferentes fragmentos de anticorpos
humanizados, com intuito de emprega-los na neutralizacéo das toxinas loxoscélicas

em modelos in vitro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 VENENOS E ANTICORPOS

O veneno de Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta foi gentiimente
cedido pelo Centro de Producédo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI — Piraquara,
PR, Brasil).

O anticorpo monoclonal murino LimAb7 foi purificado a partir de
sobrenadante do hibridoma secretor (produzido pelo grupo) por cromatografia de
afinidade usando proteina A imobilizada em Sepharose CNBr- (Sigma®) nas
condi¢Oes descritas pelo fabricante.

Fragmento variavel de cadeia Unica humanizado (scFv) (previamente
produzido pelo grupo) - O LimAb7 foi empregado como molécula alvo para o
desenho do fragmento de anticorpo recombinante, com base no sequenciamento
das cadeias variaveis leve (VL) e pesada (VH) do hibridoma (nimero do acesso do
GenBank KT381972) (JIACOMINI et al, 2016). O desenho do fragmento humanizado
deu-se a partir da modificacdo sitio especifica das cadeias variaveis pesada e leve
do anticorpo LimAb7. Para tanto, foi necessario um estudo da homologia e
conservacao de residuos de cadeias variaveis de anticorpos humanos (OLAFSEN et
al, 2004; LIU e MAY, 2012; KIM et al, 2014). O gene codificante para o fragmento
humanizado (scFv) foi sintetizado de maneira a conter o DNA que codifica a
sequéncia de VH e VL unidas por uma regido codificante para um ligante peptidico
(linker) de 15 aminoacidos (Gly;Ser); que contém dois sitios de restricdo para a
enzima BamHI. O gene para o scFv foi sintetizado em vetor de expressdo pET-22b
(+) (6213 pares de base), entre os sitios para as enzimas de restricdo Ncol e Notl,
produzido pela Genscript® (FIGURA 6) para se dar inicio a producéo, purificacdo e,
posteriormente, aos ensaios de caracterizacdo imunoquimica e funcional dos
fragmentos.

Todas as amostras foram dosadas pelo método de Bradford (1976),

aliguotadas e armazenadas a -20°C.
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FIGURA 6 - REDESIGN DO GENE SINTETICO DO ANTICORPO RECOMBINANTE
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FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: clonagem do gene sintético, apds a realizacdo de mutagdes pontuais previamente pelo
grupo, no plasmideo de expressao pET-22b (+). Nota: alguns aminoéacidos foram omitidos por se
tratar de sequéncia passivel de patente.

3.2 CLONAGEM DO GENE CODIFICANTE PARA O FRAGMENTO VARIAVEL DE
CADEIA SIMPLES DE ANTICORPO (scFv)

Para a clonagem do vetor pET-22b (+) contendo o inserto de scFv, células
bacterianas cepa Escherichia coli TOP10 (genoétipo F-mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG) foram utilizadas para transformagdo. A transformagédo foi obtida
através de processo quimico. Para a obtencdo das células bacterianas
quimiocompetentes, 50 mL de cultura (meio Luria-Bertani (LB) (pH 7,0 (1% (w/v)
peptona, 0,5% (w/v) extrato de levedura e 0,170 M de Cloreto de Sédio)) em fase
exponencial de crescimento (densidade Optica (OD) Asoonm 0,4-0,7) foram
centrifugados (5.000xg, 4°C, 10 minutos) e, ao pellet, foi adicionado 25 mL de cloreto
de célcio (CaCl, 0,1M). As bactérias foram mantidas a temperatura de 4°C por 1
hora e, ap06s nova centrifugacdo (5.000xg, 4°C, 10 minutos), ressuspendidas
novamente em 2 mL de CaCl,. Para a transformacdo, um volume de 100 pL de
bactérias competentes adicionado de 150ng do vetor de expressao pET-22b (+)
contendo o inserto de interesse foi mantido a 4°C durante 30 minutos. Passado esse

tempo, as bactérias foram submetidas a um choque térmico, 42°C por 1 minuto, € 5
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minutos a 4°C. Posteriormente, foi adicionado 400uL de meio S.O.C. (2% triptona,
0.5% extrato de levedura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClI2, 10 mM MgSO4
e 20 mM de glucose) . As bactérias foram mantidas a 37°C por 45 minutos sob
agitacao de 150 rpm antes da semeadura em meio LB &gar, acrescido de ampicilina,
e incubadas a 37°C por 16 horas. As colbnias transformadas, sendo estas as que
cresceram no meio LB &gar + ampicilina, foram selecionadas e colocadas em meio
para o crescimento da cultura e posterior extragdo de DNA plasmidial (miniprep),
que foi purificado utilizando-se o kit MSB® Spin PCRapace (Stratec, Berlin,
Germany) nas condi¢cdes descritas pelo fabricante e dosados em espectrofotdmetro
(Thermo Scientific NanoDrop 2000). Para confirmar a presenca do inserto, o vetor
purificado foi submetido a digestdo enziméatica com as enzimas de restricdo Notl e
Ncol, e o produto dessa digestéo foi visualizado por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com corante Safer (K9-16C, Kasvi) e sequenciado em sequenciador
3500XL (Applied Biosystems, Genetic Alanyzer), seguindo o0 modelo de
sequenciamento de DNA por SANGER.

3.3 CONSTRUCAO DO GENE CODIFICANTE PARA O FRAGMENTO DE
ANTICORPO NO FORMATO DIABODY

Para a construcdo do inserto do dimero de scFv (diabody), o vetor pET-22b
(+) contendo o inserto de interesse (scFv) foi submetido a uma digestdo enzimatica
com BamHI afim de diminuir o ligante peptidico para cinco residuos de aminoéacido
(Gly4Ser).

ApoGs a digestdo enzimética, uma eletroforese em gel de agarose 2% foi
empregada para certificagéo do corte realizado com BamHI. Apos a confirmagéo, o
vetor digerido foi purificado a partir do gel de agarose 1% utilizando o protocolo
Quick Gel Extration Kit Protocols (Qiagen). A enzima T4 ligase (Promega) foi
utilizada para unido das extremidades coesas do vetor digerido. A clonagem e
purificacdo do vetor pET-22b (+) contendo a construcdo do fragmento para diabody
segue 0 mesmo protocolo descrito no item 3.2.

Posteriormente, foi realizado o sequenciamento das amostras para
confirmacéo da presenca do inserto. As sequéncias foram alinhadas no software
MultAlin.
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3.4 EXPRESSAO E EXTRACAO DO SCFV E DIABODY

3.4.1 Expresséao dos fragmentos de anticorpos

O vetor recombinante pET-22b (+) foi inserido em bactérias cepas E. coli
AD494 pLysS (gendtipo A(araABC-leu)7697 AlacX74 AmalF3 AphoAPvull phoR
trxB::Kanr A(DE3) F'[laclq lacZAM15 proAB+] pLysS), Rosetta (gendtipo F-, ompT
hsdSB(rB— mB-) gal dcm A(DE3) pRARE?® (Cam®)), HB2151 (genétipo K12, ara, (lac-
pro), thi/F’ proA'B* , lac lacZM15)) e BL21 star (genétipo F-, ompT lon hsdSg (rB-
mB-) gal dcm rnel3l A(DE3)), e, apés a transformacdo das bactérias
quimiocompetentes, de acordo com o protocolo descrito no item 3.2, foi realizada
uma PCR de colénia (TABELA 2) a fim de verificar a presenca do inserto nas cepas

escolhidas para expressao.

TABELA 2 - REACAO DE PCR DE COLONIA

Reagente Tubo de reacéo (pL) Controle negativo (uL)

H,O DEPC 23,35 23,35
MgCl, buffer [10x] 3 3
MgCl, 50mM 0,9 0,9
DNTp 20mM 0,5 0,5
primer T7 universal 1 1
primer T7 terminator 1 1

GoTaq polimerase 0,25 0,25
Col6nia 1 -

FONTE: Adaptado de Fields et al. (2013).
LEGENDA: Descricdo dos reagentes e respectivas concentragdes utilizadas na reacdo de PCR de
colbnia para verificar a presenca do inserto nas cepas de expressao.

Realizada a verificacdo, foi feito o pré-indculo, no qual foram incubadas,
separadamente, as quatro cepas de E. coli individualmente em 10 mL de meio 2xTY
(Extrato de Levedura Triptona) pH 7,4 (1,6% (w/v) peptona, 1% (w/v) extrato de
levedura e 0,085 M de Cloreto de Sédio) acrescido de ampicilina (50 pg/mL), sob
agitagcdo de 250 rpm a 37°C, por 16 horas. No dia seguinte, foi realizada a
amplificacdo da cultura bacteriana a partir de 0,5 mL do pré-inéculo para cada 100
mL de meio 2xTY contendo ampicilina (50 pg/mL), sob agitagdo de 250 rpm, até
atingir a fase exponencial (Asoonm 0,6 - 0,8). Posteriormente, foi feita a indugéo da
expressdo proteica nestas ceélulas através da adicdo de 0.8 mM isopropyl

thiogalactoside (IPTG), incubadas por mais 16 horas a 16°C (100 rpm).
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3.4.2 Extracao dos fragmentos de anticorpos

As bactérias foram coletadas apos centrifugacdo (5000 xg, 20 min, 4°C),
ressuspendidas em tampao TES (0,2 M tris-HCI, pH 8.0; 0,5 mM EDTA; 0,5 M
sucrose) (20 mL por litro de cultura original) e mantidas em gelo por 15 minutos.
Logo apéds, foram submetidas a um choque osmotico pela adicdo de TES diluido 1:4
em H,O (30 ml por litro de cultura original). Apos incubacdo em gelo durante 30
minutos, a suspensao foi centrifugada (10.000 xg, 4°C, 15 min). Os sobrenadantes
obtidos contendo as proteinas foram extensivamente dialisados contra PBS (solucdo
salina tamponada com fosfato) pH 7,4 (0,137 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,01 M
Na,HPOQO,; 0,0018 M KH,PO,4) (MUZARD et al., 2009; ZAHID et al., 2011).

3.5 PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS RECOMBINANTES

O scFv e o diabody foram purificados por cromatografia de afinidade a partir
do extrato periplasméatico centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos a 4°C (100 mL
obtidos a partir de 1600 mL de cultura bacteriana) em coluna preparada com 1 mL
de proteina L agarose (Pierce Biotechnology, Thermo Scientific). A coluna foi
submetida a suave agitacao por 16 horas a 4°C e, apés lavagem com 50 mL de PBS
(pH 7,4), as proteinas recombinantes foram eluidas em fragcbes de 0,3 mL com
glicina (0,1 M, pH 2,2). As fracbes foram testadas pelo método de Bradford (1976) e
as que continham as proteinas recombinantes foram, entdo, unidas e
extensivamente dialisadas em solucdo PBS, que permaneceu a 4°C overnight. As

amostras purificadas foram armazenados a -20°C até sua utilizacéo.

3.6 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA E FUNCIONAL DOS FRAGMENTOS

3.6.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Placas de micropocos (Corning Costar®) foram revestidas com 5 ug/mL de
veneno de L. intermedia diluido em 0,02 M de tampé&o de bicarbonato de sédio (pH
9,6), 100 pL/poco, durante 16 horas a 4°C e depois saturadas com caseina 2% (180
ML/poco) durante 1 hora a 37°C para evitar ligacdo ndo especifica.
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As placas foram, entdo, incubadas com as preparagfes dos extratos ndo
dialisados ou dialisados das quatro cepas de expressdo do scFv e diabody, os
purificados do scFv e diabody, o flow through da coluna de purificacdo do scFv e
diabody (extrato periplasmético passado pela coluna de purificacdo que contém as
proteinas que nao se ligaram a proteina L) e, como controles negativos, os extratos
nao dialisados das quatro cepas sem vetor. Foi feita uma diluicdo seriada (puro, 1:2,
1:4, 1.8, 1:16) de cada extrato com tampdo de incubacédo (caseina 2%, 0,05%
Tween 20 e PBS), sendo aplicados 100 pL/pogo. Em seguida, as placas foram
incubadas com anti-histidina (1:1000) (Invitrogen) e anti-mouse-HRP (1:4000)
(Sigma-Aldrich) ou proteina L-HPR (1:2000) (Pierce Biotechnology), 100 pL/pogo. A
reacao foi evidenciada pela adicdo de solucdo de substrato TMB (100 uL/poco)
durante 15 minutos ao abrigo da luz. A reacao foi parada com 50 pL/poco de acido
sulfdrico H,SO4 1:20 (v/v). A absorbancia foi avaliada em comprimento de onda 450
nm, num leitor de placas de ELISA (leitora de microplacas Polaris, MARCONI). Entre
cada etapa, os pocos foram lavados cinco vezes com solucédo de lavagem (0,15 M
NacCl, 0,05% Tween 20).

3.6.2 Eletroforese SDS-PAGE para caracterizacao dos fragmentos

Dois géis em concentracdo de 12,5% de acrilamida (LAEMMLI, 1970) foram
preparados para a migracao os extratos periplasmaticos dialisados centrifugados,
flow through da coluna de purificacéo, extrato periplasmatico ndo soluvel, purificado
em tampao glicina pH 2,2, fragmento purificado apés a dialise em tampao PBS, ou
0s venenos de Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta, a 5ug/mL por canaleta,
em presenca de 10% dodecil sulfato de sédio (SDS) em sistema BioRad. Utilizou-se
35 pL por canaleta de cada amostra. Estas amostras foram adicionadas ao tampéao
de amostra em condi¢cdes nao redutoras (tris-HCI 0,5 mol/L, pH 6.8, glicerol 10%,
SDS 10% (p/v) e azul de bromofenol 0,1% (p/v)) e fervidas por 3 minutos. A
migracéo aconteceu utilizando-se tampao de migracdo (Tris 0,025 mol/l, glicina 0,2
mol/L e SDS 0,5%, pH 8.3) sob voltagem de 150 V.

Um dos géis foi colocado em solugcdo Coomassie Blue (125 g Coomassie
Briliant Blue R-250, 225 mL metanol, 45 mL acido acético glacial CH3COOH, 225 mL
H,O destilada) por 40 minutos. Entéo, o gel foi lavado com solucdo descorante (45
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mL etanol, 90 mL acido acético glacial e 850 mL H,O destilada) consecutivas vezes
até a visualizacdo das bandas proteicas.
O outro gel foi utilizado na eletrotransferéncia das proteinas para membrana

de nitrocelulose.

3.6.3 Western blotting

Caracterizacdo imunoquimica do fragmento: O outro gel descrito acima foi
utilizado na eletrotransferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose 0,45
pm. A transferéncia ocorre devido ao contato do gel com a membrana, dentro de
uma cuba de eletroforese preenchida com tampéao de transferéncia pH 8,3 (0,192 M
glicina, 0,025 M Tris, 20% de metanol absoluto (v/v) PM 32,04), sob corrente de 24 V
durante 16 horas e, posteriormente, por mais uma hora a 48 V. Apés a
eletrotransferéncia, a presenca das proteinas foi certificada mergulhando-se a
membrana de nitrocelulose em solucédo de Ponceau 0,2% e 10% de &cido acético.

Apos a visualizacdo, a membrana foi lavada com H,O destilada e PBS a fim
de remover o Ponceau. A membrana foi incubada com uma solu¢do de bloqueio
(PBS contendo 5% (w/v) de leite seco sem gordura e 0,3% (v/v) de Tween 20)
(LAEMMLI, 1970; ALVARENGA et al., 2003) a fim de bloquear locais de ligacdo nao
especificos na membrana. Em seguida, foi adicionado anti-histidina (1:1000) e anti-
mouse-HRP (1:4000) diluidos em PBS — 0,05% Tween 20, a fim de caracterizar 0s
fragmentos presentes na membrana.

Todas as etapas foram realizadas por 1 hora a 37°C sob agitacéo e, entre as
etapas, a membrana foi lavada trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20.
Os imunocomplexos foram evidenciados por quimioluminescéncia (ECL) (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).

Caracterizacdo da atividade funcional do fragmento: A caracterizacdo foi
feita através da técnica de Western blotting, descrito acima, em que foram
separadas em SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose as
proteinas do veneno total de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Os extratos
periplasmaticos dialisados do scFv e diabody, um extrato irrelevante e o anticorpo
monoclonal LimAb7, na concentracdo de 10ug/mL, foram avaliados quanto a

reatividade frente as fragBes proteicas dos venenos.
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4 RESULTADOS

4.1 CLONAGEM DO GENE CODIFICANTE PARA O FRAGMENTO VARIAVEL DE
CADEIA SIMPLES DE ANTICORPO (scFv)

Com o intuito de amplificar o vetor pET-22b (+) contendo o inserto para o
scFv, bactérias TOP 10 foram transformadas e 6 clones crescidos em meio LB agar
foram selecionados para a confirmacdo da transformacdo. ApOs extracdo e
purificacdo do vetor, foi possivel visualizar em gel de agarose trés bandas: acima de
10000 e, aproximadamente, 10000 e 4000 pares de base, correspondendo ao vetor
na forma de dimerizada, circular relaxada e supercoiled (superenovelado),
respectivamente (FIGURA 7).

FIGURA 7 - EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL DAS COLONIAS TOP10 TRANSFORMADAS

pb M 1 2 3 4 5 6

dimero

10000 .
circular relaxado

supercoiled

FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: gel de agarose 1% apds extracdo de DNA plasmidial confirmando o vetor na
bactéria TOP10. Nimeros representam as colonias. M=marcador molecular. pb=pares de base. As
setas indicam as possiveis formas do vetor.

Apos confirmacdo da transformacdo das 6 colbnias, 3 clones foram
escolhidos e seus plasmideos purificados foram digeridos com as enzimas de
restricdo Notl e Ncol, com o intuito de verificar a presenca do gene de interesse,
através da eletroforese em gel de agarose O corte com essas enzimas resultou em
dois fragmentos, o inserto com 809 pares de base correspondente ao gene de
interesse que codifica para o scFv, ja que para a cadeia pesada temos 450 pb e
cadeia leve 350 pb mais a regido codificante do ligante, e o vetor linearizado sem
inserto com 5493 pares de base. Desta maneira, foi possivel inferir a producéo e
sintese correta do plasmideo proveniente da Genscript® (FIGURA 8-A). Realizou se
também o sequenciamento do material genético obtido das col6nias de E. coli
positivas para o pET-22b (+) + scFv, no qual verificou-se que nenhuma mutacao foi

inserida ao longo dos processos de amplificacao do vetor (FIGURA 8-B).
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FIGURA 8 - DIGESTAO ENZIMATICA E SEQUENCIAMENTO PARA CONFIRMAGAO DO INSERTO

>AGGGTTCAATTTACCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGC
CGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGG CCGCGATGGCA¥ ¥ **
CAACTGCAGCAAAGTGGTGCGGAAGTCAAAAAACCGGGCGCGAGCGTGAAAGTCTCATGTAAAGCGT
CAGGTTATGCTTTTAGCTCTAGTTGGATGAATTGGGTCCGTCAGGCCCCGGGTCAAGGTCTGGAA******G
GTCGCATTTACCCGGGCGATGGTGACACCAACTATAATCAGAAATTCCAAGGCCGTGTTACCATGACGC
GCGATACCTCGACGAGCACC*****ATGGAACTGTCCTCACTGCGTAGTGAAGATACGGCTGTTTATTTCT
GCGCGCGCTGGACCTACGGTTATAGCAAATACTACTACTTCGATG******GCCAGGGTACCCTGGTGACCG
TTAGCAGCGGCGGTGGCGGATCCGGCGGTGGCGGTAGCGGCGGTGGCGGATCCGATATTCAGATGACC
CAATCCCCGTCTAGTCTGTCTGCCAGTGTCGGTGACCGTGTGACGATCACCTGTCGCGCATCCCAGTCA
CTGC*****ACGTGAATGAAAACAATTACCTGTCTTGGTATCAGCAAAAACAGGGCAAAGCCCCGAAACT
GCTGATTTACGGTGCAAGTAT*****ATCCGGCGTTCCGTCACGTTTTTCGGGCAGCGGTTCTGGCACGGA
TTTCACGCTGACCATTTCCTCACTGCAACCG*****TTCGCGACCTACTATTGCCAACATAATCA******CTTT
CTGCCGTATACGTTCGGTCAGGGCACCAAACTGGAAATCAAGGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCA
CCACCACTGAGATCCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGGAAGCTGAGTTTGGCTGCTGCCACCGCTGA
GCAAATATTAACTATAGCCA

Ncol= ; (Gly,Ser);=GGCGGTGGCGGATCCGGCGGTGGCGGTAGCGGCGGTGGCGGATCC
BamHI=GGATCC; NotI=GCGGCCGC; His-tag=CACCACCACCACCACCAC

FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: A- gel de agarose 1% apo0s reacao de digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo
Ncol e Notl, verificando a presencga do vetor (5493pb) e do inserto (809 pb). Nimeros representam o
produto de digestdo do DNA plasmidial . M= marcador molecular. B- resultado do sequenciamento
obtido a partir do produto de miniprep purificado confirmando o gene para o scFv. *=bases omitidas
por se tratar de sequéncia passivel de patente.

4.2 CONSTRUCAO E AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE ANTICORPO NO
FORMADO DIABODY

Para a construcdo do diabody o mesmo plasmideo pet 22b (+) contendo o
scFv foi utilizado. O inserto scFv apresenta entre o gene de VH e VL um gene que
codifica para 15 aminoacidos responsavel pela ligacdo de VH e VL. Nessa regido
estdo contidos dois sitios para a enzima BamHI. Ao submeter esse plasmideo pET-
22b (+) a digestdo enzimatica com BamHI, foi possivel reduzir o ligante para uma
regido que codifica apenas 5 residuos de aminoacidos (FIGURA 9-A). No entanto,

apos a digestao o vetor torna-se linear, com as extremidades coesas. Tanto o vetor
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antes da digestdo quanto o produto da digestdo enzimatica foram verificados em gel
de agarose 1%, sendo observadas bandas de tamanhos distintos (Figura 9-B) Todo
o produto de digestdo foi aplicado em novo gel de agarose com o objetivo de
purificar o vetor linear (Figura 9-C). Utilizou-se a enzima T4 DNA ligase para a uniao
das extremidades coesas e obtencdo do vetor circular contendo agora o inserto
codificante para o diabody (FIGURA 9-A).

FIGURA 9 - CONSTRUGCAO DO GENE PARA O ANTICORPO RECOMBINANTE DIABODY
A
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FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: A- construcdo gene para o fragmento no formato diabody através da reacdo de digestao
enzimética pela enzima de restricdo BamHI, reduzindo o linker a 5 residuos de aminoécidos. B- gel
de agarose 2% com 1- o produto de miniprep da coldnia 6 TOP10 e 2- produto da digestao
enzimética do produto de miniprep da mesma colbnia. C- gel de agarose 1% com o produto total da
reacao de digestdo enzimatica para purificagédo do gel. M- marcador molecular.

O produto da ligacéo, pET-22b (+) + diabody, foi inserido em E. coli TOP10
afim de amplificar o material genético. As coldnias positivas foram selecionadas com
ampicilina, pois o vetor pET-22b (+) confere a bactéria resisténcia a este antibiotico,
e confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% com a visualizacdo dos
produtos da extracdo de DNA plasmidial (miniprep). Foi possivel visualizar o vetor
nas suas trés formas conformacionais dimero, circular relaxado e supercoiled

(superenovelado) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - EXTRAGAO DO DNA PLASMIDIAL DAS COLONIAS TOP10 TRANSFORMADAS
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FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: gel de agarose 1% apds extracdo de DNA plasmidial confirmando o vetor na bactéria
TOP10. M=marcador molecular. NUmeros representam as col6nias. As setas indicam as possiveis
formas do vetor.

A confirmacado da construcdo correta do fragmento diabody foi feita através de
amplificacdo por PCR do gene (dados ndo mostrados) e por sequenciamento do
material genético obtido das colénias de E. coli positivas para o pET-22b (+) +
diabody (FIGURA 11).

FIGURA 11 - SEQUENCIAMENTO DO DIABODY

>TACGGGTCAATTCCCTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGG
GATGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGG CCGCGATGGCA******CA
ACTGCAGCAAAGTGGTGCGGAAGTCAAAAAACCGGGCGCGAGCGTGAAAGTCTCATGTAAAGCGTCA
GGTTATGCTTTTAGCTCTAGTTGGATGAATTGGGTCCGTCAGGCCCCGGGTCAAGGTCTGGAA*****GGT
CGCATTTACCCGGGCGATGGTGACACCAACTATAATCAGAAATTCCAAGGCCGTGTTACCATGACGCGC
GATACCTCGACGAGCACC*****ATGGAACTGTCCTCACTGCGTAGTGAAGATACGGCTGTTTATTTCTGC
GCGCGCTGGACCTACGGTTATAGCAAATACTACTACTTCGATG******GCCAGGGTACCCTGGTGACCGTT
AGCAGCGGCGGTGGCGGATCCGATATTCAGATGACCCAATCCCCGTCTAGTCTGTCTGCCAGTGTCGG
TGACCGTGTGACGATCACCTGTCGCGCATCCCAGTCACTGC******ACGTGAATGAAAACAATTACCTGT
CTTGGTATCAGCAAAAACAGGGCAAAGCCCCGAAACTGCTGATTTACGGTGCAAGTAT******ATCCGGC
GTTCCGTCACGTTTTTCGGGCAGCGGTTCTGGCACGGATTTCACGCTGACCATTTCCTCACTGCAACCG
*He*TTCGCGACCTACTATTGCCAACATAATCA*****CTTTCTGCCGTATACGTTCGGTCAGGGCACCAAA
CTGGAAATCAAGGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAG
CCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAAAATATAACTAAGGCCAC

Ncol= : (Gly,Ser);=GGCGGTGGCGGATCC
BamHI=GGATCC; Noti=GCGGCCGC; His-tag=CACCACCACCACCACCAC

FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: resultado do sequenciamento feito a partir do produto de miniprep purificado confirmando
0 gene para o diabody. *=bases omitidas por se tratar de sequéncia passivel de patente.

Tendo sido evidenciada a correta constru¢cdo e amplificagdo do vetor pET-
22b (+) + scFv e também pET-22b (+) + diabody, a proxima etapa foi a
transformacao de diferentes cepas de bactérias E. coli para verificar qual maquinaria
apresenta melhor mecanismo de expressado para esses fragmentos. As cepas
avaliadas foram AD494pLysS, BL21 star, Rosetta e HB2151. Primeiramente, para

avaliar a correta transformacéo, de alguns clones de cada cepa transformada foram
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analisados por PCR de col6nia. Os iniciadores (primers T7) utilizados na reacéo
para amplificagéo da regido de interesse amplificaram um fragmento de 1029 pares
de base correspondente ao tamanho esperado para o inserto com a utilizacao deste
iniciador, validando a transformacao das colonias avaliadas. Dos 2 clones escolhidos
para a cepa AD494pLysS, apenas um foi eficientemente transformado, tanto para a
transformacdo com o vetor + scFv quanto para o diabody, sugerindo que essa cepa
AD494pLysS apresente uma maior resisténcia a metodologia de preparacao
utilizando a técnica de quimiocompeténcia. Nao foi possivel verificar diferenca entre
o tamanho do fragmento scFv em relacdo ao diabody, mas isso ja era esperado
porqué a reducdo de uma regido codificante de 15 residuos de aminoacidos para 5
nao é o suficiente para gerar uma alteragéo visivel na migracdo em gel de agarose,

mas confirma a introducdo do vetor nas bactérias (FIGURA 12),

FIGURA 12 - PCR DE COLONIA DAS CEPAS DE EXPRESSAO

b BL21 star HB2151 Rosetta AD494pLysS
P M 1 1 | C M ,—l—\ G

I LI LI 1

HB?15‘I BL21l star Rosetta AD494plLysS
| 1

I LI | L I 1

FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: Gel de agarose 2% ap6s PCR de col6nia verificando a presenca do gene do scFv (A) e
do diabody (B). M= marcador molecular. Controle negativo (C-): reacdo de PCR sem colbnia.

4.3 ESCOLHA DA CEPA DE EXPRESSAO

Ambos os fragmentos scFv e diabody foram expressos nas diferentes cepas
de bactérias aqui transformadas, sendo direcionadas a secretar a molécula
recombinante para o espaco perisplasmatico por acdo da sequéncia pelB presente
no vetor pET 22b (+) (FIELDS et al, 2013). O emprego de diferentes cepas visa
avaliar qual maquinaria bacteriana apresenta melhor estratégia para a producéo de
maiores concentracdes dos fragmentos. Para avaliar os extratos periplasméticos

obtidos quanto a presenca de quantidades de fragmento, estes foram testados frente
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ao veneno de L. intermedia pela técnica de ELISA. Para a deteccéo da reatividade
do fragmento frente ao veneno, duas estratégias foram utilizadas: o fragmento
apresenta dois marcadores na sua estrutura, uma cauda de poli-histidina e sitio de
interacdo com proteina L. Para evidenciar o fragmento foram empregadas moléculas
marcadas que interagem com esses marcadores, tais como um anticorpo anti-tag de
histidina e anti-mouse marcado com uma enzima e proteina L também marcada com
uma enzima.

Primeiramente, os extratos periplasmaticos contendo o fragmento scFv
foram testados. Foi possivel observar que o marcador do fragmento contendo o sitio
de interacdo para a proteina L apresentou melhores resultados quando comparado
ao marcador cauda de histidina (GRAFICO 1-A e 1-C). N&o foi possivel evidenciar
reatividade do fragmento frente ao veneno quando a deteccdo foi realizada pela
cauda de histidina, sendo estas reatividades comparaveis ao controle negativo que
S&0 os extratos periplasmaticos de bactérias nédo transformadas (GRAFICO 1-C e 1-
D). No entanto, a deteccdo com proteina L demonstrou que o0s extratos
periplasmaticos das cepas AD494pLysS, BL21 star e Rosetta produziram o0s
fragmentos e estes reconhecem o veneno. J4 a cepa HB2151 parece né&o
apresentar maquinaria especifica para a producao do fragmento. Esses resultados
sdo corroborados pela auséncia de reatividade dos extratos das bactérias ndo
transformadas (GRAFICO 1-B).
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GRAFICO 1 - REATIVIDADE DOS EXTRATOS PERIPLASMATICOS CONTENDO SCFV
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FONTE: a autora (2018).
LEGENDA: ELISA direto do extrato periplasmatico das cepas de expressdo do scFv. A placa foi
imobilizada com 5 pg/mL de veneno de L. intermedia, 0s extratos foram incubados em diversas
diluicbes, a reatividade foi verificada através de proteina L-HRP (1:2000) (graficos 1-A e 1-B) e
anticorpo anti-histidina (1:1000) e anti-mouse-HRP (1:4000) (graficos 1-C e 1-D), e o substrato foi
TMB. O extrato periplasmatico das cepas sem vetor foi utilizado como controle negativo. Barras
indicam o erro padrdo das médias.

Posteriormente, os extratos periplasmaticos do fragmento diabody foram
testados. Como visto anteriormente para os ensaios de ELISA, o marcador do
fragmento com o sitio de interacdo para a proteina L apresentou melhores
resultados quando comparado ao marcador cauda de histidina, entdo prosseguiu-se
a deteccao do diabody apenas por proteina L-HRP. Verificou-se que o extrato da
cepa AD494pLysS apresentou maior reatividade frente ao veneno, seguida das
cepas BL21 star e Rosetta (GRAFICO 2), assim como observado para o scFv. O
extrato da cepa HB2151 apresentou reatividade muito baixa, similar a dos extratos

das cepas nao transformadas usadas como controle negativo da reacao.
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GRAFICO 2 - REATIVIDADE DOS EXTRATOS PERIPLASMATICOS CONTENDO DIABODY
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FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: ELISA direto do extrato periplasmético das cepas de expresséo do diabody. A placa foi
imobilizada com 5 pg/mL de veneno de L. intermedia, 0s extratos foram incubados em diversas
diluicdes, a reatividade foi verificada através de proteina L-HRP (1:2000), e o substrato foi TMB. O
extrato periplasmatico das cepas sem vetor foi utilizado como controle negativo. Barras indicam o erro
padrdo das médias.

O objetivo da utilizacdo de vérias cepas de bactérias e a caracterizacéo
delas foi para tentar identificar qual a melhor cepa que seria capaz de produzir os
fragmentos de interesse e que estes fossem funcionais. Neste sentido, a escolha de
uma das cepas para expressao e purificacdo dos fragmentos foi baseada na
reatividade (absorbancia) dos extratos. Esta reatividade sugere a presenca do
fragmento no extrato, sendo que quanto maior a reatividade possivelmente maior a
concentracéo de fragmento, bem como a interagcdo com o0 veneno sugere que estes
fragmentos sdo funcionais. As cepas que produziram os fragmentos scFv e diabody
e que apresentaram maior reatividade foram a AD494pLysS, seguida da BL21 star.
Levando em consideracdo que o grupo (KARIM-SILVA et al, 2016) trabalhou
previamente com as cepas AD494pLysS e BL21, e foi visto que a primeira
apresentava maior eficiéncia na produgéo dos fragmentos recombinantes, tanto para
scFv quanto para diabody, decidiu-se prosseguir este trabalho utilizando a cepa de

expressédo AD494pLysS.

4.4 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DOS FRAGMENTOS

Os dois fragmentos foram expressos em cepa E. coli AD494pLysS. Os
fragmentos que sdo direcionados para o espaco periplasmatico da bactéria foram
extraidos por choque osmotico e consequente rompimento da parede celular para

obtencdo do extrato periplasmatico. Para a purificacdo dos fragmentos, foi utilizada
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cromatografia de afinidade em coluna de proteina L-agarose. O gel de eletroforese
evidencia o perfil proteico das amostras apds a extracao periplasmaética e purificacdo
dos fragmentos. O fragmento recombinante scFv é caracterizado por apresentar um
perfil eletroforético com massa molecular de 27 kDa. A presenca deste perfil foi
observada na amostra apdés a extracdo periplasmatica, porém em meio a outras
tantas proteinas provenientes da propria bactéria. Entretanto, ap6s a purificacdo do
fragmento, apenas uma uUnica proteina foi verificada, sugerindo a eficacia na
purificacdo (Figura 13-A). O diabody, apesar de formar dimeros de scFv por causa
do ligante reduzido e apresentar uma massa molecular de aproximadamente 50
kDa, quando em eletroforese, esses dimeros sdo desfeitos e visualiza-se uma
proteina com a mesma massa de um scFv. Quando se observou as amostras do
extrato periplasmatico do diabody, foi possivel confirmar a presenca de uma proteina
com massa em torno de 27 kDa. No entanto, nas amostras apos purificacdo quase
nao foi possivel a visualizacdo da proteina (FIGURA 13-B). O fragmento scFv parece
ter sido expresso em maior quantidade, o que favoreceu a purificacdo e visualizacao
no gel. A expressdo do fragmento scFv parece ter sido mais eficiente quando

comparada a expressao do diabody.

FIGURA 13 - SDS-PAGE DE AMOSTRAS CONTENDO OS FRAGMENTOS
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FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: gel SDS-PAGE 12,5% corado por azul de Coomassie. Amostras: extrato periplasméatico
dialisado centrifugado (linha 1); flow through da coluna de proteina L (linha 2); extrato periplasmatico
nao soluvel (linha 3); purificado em tampé&o glicina pH 2,2 (linha 4); fragmento purificado apés a
diadlise em tampéao PBS (linha 5). O retangulo indica as proteinas referentes ao scFv e diabody.
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Através da eletroforese, foi possivel avaliar o perfil das amostras dos
extratos periplasméticos e fragmentos purificados e sugerir que os fragmentos foram
produzidos dada a similaridade das massas moleculares das proteinas analisadas.
Para a confirmacdo da presenca dos fragmentos de anticorpos, foi empregada a
técnica de Western blotting. Nas amostras do scFv apenas uma banda de,
aproximadamente, 27 kDa foi visualizada e esta banda & muito mais evidente nas
amostras apés purificagdo (Figura 14-A). Nas amostras de diabody, também foi
observada uma banda em torno de 27 kDa e, diferentemente do que foi visto na
eletroforese, foi possivel a verificacdo do fragmento apds a purificacdo, mas parece
que h& uma perda quando a amostra € dialisada. Outra constatacdo importante € a
presenca de varias bandas na amostra referente ao extrato periplasmatico nao
soluvel, na qual além da presenca da banda em torno de 27 kDa outra banda
mostra-se bastante evidente com massa molecular de, aproximadamente, 50 kDa
podendo, ser o fragmento na sua estrutura dimerizada (FIGURA 14-B).

FIGURA 14 - WESTERN BLOTTING DE AMOSTRAS CONTENDO OS FRAGMENTOS

A scFv B dia{)ody
|
kbDaM™1 2 3 4 5' kba M1 2 3 4 5!
260— 260— L
140— 140— ot
95— 05—
72— 72—
52— 52— -
424 42— |
34— A-E .
aal ol |- - —
26—3 | | .
|

| 17—
174
101 1o_u

FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: Western blotting dos fragmentos purificados. Amostras: extrato periplasmatico dialisado
centrifugado (1); flow through da coluna de proteina L (2); extrato periplasmatico ndo soltvel (3);
purificado em tampéao glicina pH 2,2 (4); fragmento purificado apés a dialise em tampao PBS (5). M —
membranas de nitrocelulose coradas por ponceau apds transferéncia, evidenciando o marcador de
massa molecular. A revelagao foi feita com anti-histidina (1:1000) e anti-mouse-HRP (1:4000), e
evidenciada com ECL. O retangulo indica as proteinas referentes ao scFv e diabody. A seta indica a
provavel presenca do diabody na forma dimérica.
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4.5 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DOS FRAGMENTOS

Os experimentos anteriores foram capazes de  caracterizar
imunoquimicamente os fragmentos aqui produzidos. Mas a principal caracteristica a
se saber destes fragmentos é se eles séo funcionais, ou seja, se sdo capazes de
reconhecer a sua molécula alvo, o veneno de L. intermedia. Um ELISA foi
empregado para identificar a capacidade de interacdo dos fragmentos scFv e
diabody com as toxinas do veneno. As amostras do extrato periplasmatico, os
fragmentos purificados e também as proteinas que ndo ligaram na coluna de
purificacdo (flow through) foram testadas. Os extratos periplasméticos de ambos os
fragmentos mostraram reatividade frente as toxinas. Esta reatividade foi diminuida
guando avaliado os fragmentos purificados. Ainda foram avaliadas as proteinas que
nao ligaram. Os fragmentos estdo sendo produzidos e séo capazes de reagir com o
seu antigeno alvo, as toxinas do veneno (GRAFICO 3).

GRAFICO 3 - REATIVIDADE DE AMOSTRAS CONTENDO OS FRAGMENTOS FRENTE AO
VENENO
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B extrato periplasmatico
B purificado
B flow through

Absorbancia 450nm

Diluigao
FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: ELISA direto dos anticorpos recombinantes purificados, extrato periplasméatico e flow
through do scFv e diabody. A placa foi imobilizada com 5 pg/mL de veneno de L. intermedia, as
amostras foram incubadas em diversas diluig8es, a reatividade foi verificada através de proteina L-
HRP e o substrato foi TMB. Barras indicam o erro padrdo das médias.

Além disso, foi feito um Western blotting, em que foi verificado a reatividade
dos extratos periplasmaticos do scFv e do diabody frente aos venenos de
Loxosceles intermedia, L. gaucho e L. laeta. Ambos apresentaram reatividade

especificamente para as fosfolipases D do veneno de L. intermedia, confirmando
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que a especificidade frente a essas toxinas nao foi afetada pelo processo de
humanizagéo dos fragmentos (FIGURA 15).

FIGURA 15 - REATIVIDADE DOS FRAGMENTOS FRENTE AOS VENENOS
scFv diablody

A \
kba M 4 2 3%1 2 3% 2 3°

FONTE: a autora (2018).

LEGENDA: Western blotting dos extratos periplasmaticos dos fragmentos frente aos venenos totais.
Amostras: Loxosceles intermedia (1); L. gaucho (2); L. laeta (3). M — membranas de nitrocelulose
coradas por ponceau apds transferéncia, evidenciando o marcador de massa molecular. C- = extrato
periplasmatico irrelevante como controle negativo. mAb7 — 10 pyg/mL. A revelacao foi feita com anti-
histidina (1:1000) e anti-mouse-HRP (1:4000), evidenciada por ECL.
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5 DISCUSSAO

Apesar de existirem anticorpos recombinantes no formato scFv humano
capazes de reconhecer toxinas escorpionicas, ainda ndo existem trabalhos para
aranhas (LAUSTSEN et al, 2016). A proposta do presente estudo foi caracterizar
dois formatos de fragmentos de anticorpos - o scFv e o diabody — humanizados. Os
genes codificantes para esses fragmentos foram previamente sequenciados pelo
Nosso grupo de pesquisa a partir das sequéncias codificantes das regifes variaveis
do anticorpo monoclonal murino mAb7, que foi utilizado como protétipo para
obtencdo de uma molécula humanizada a partir de substituicdo de algumas
sequéncias murinas por sequéncias humanas, respeitando homologias estruturais e
caracteristicas intrinsecas ao sitio de interacdo ao antigeno. ApOs analise
bioinformética, o gene foi sintetizado no formato scFv e inserido no vetor de
expresséo pET-22b (+).

Um segundo formato de fragmento foi construido, em que o gene sintético
foi remodelado, conferindo a diminuicdo do ligante de 15 aminoacidos para 5
aminoécidos. A modificagdo do tamanho do ligante, através de ferramentas bésicas
da engenharia genética, permite a expressdo de fragmentos recombinantes
formados de dois (diabody), trés (triabody) e até quatro (tretabody) fracdes variaveis.
Esses oligbmeros possuem a vantagem de apresentar maior avidez pelo antigeno
conforme maior o nimero de scFv na molécula (FIELDS et al, 2013).

Ambos os fragmentos scFv e diabody foram produzidos em bactérias,
considerada uma forma eficiente de producéo, devido ao baixo custo e curto periodo
de producdo relacionados a rapida taxa de crescimento desses microrganismos
(AHMAD et al, 2012; SPADIUT et al, 2014). No entanto, bactérias constituem
sistema procarioto e apresentam maquinaria simples para a expressao de proteinas.
Porém, este obstaculo foi contornado com a utilizacdo de cepas bacterianas com
modificacdes genéticas que favorecem a expressdo de proteinas com estruturas
mais complexas.

Para expressao dos fragmentos scFv e diabody, diferentes cepas de
bactérias E. coli foram avaliadas. A cepa AD494 pLysS (DE3) tem como
caracteristica a auséncia da enzima tiorredoxina redutase. Tal caracteristica
favorece a formacdo de pontes dissulfeto da proteina a ser sintetizada no

citoplasma, sendo assim, uma vantagem quando as proteinas produzidas sao
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dependentes da formacéo das pontes dissulfeto para o correto enovelamento. Ja a
cepa BL21 star (DE3) ndo possui as proteases Lon e OmpT, responsaveis por
degradar proteinas tidas como estranhas para a maquinaria bacteriana (mecanismo
de reparo), e as RNAses sdo afuncionais, propriedades que permitem a producao de
um maior numero de transcritos e produto proteico (NOVAGEN, 2002-2003;
GARCIA-FRAGA et al, 2015; KARIM-SILVA et al, 2016). A cepa Rosetta (DE3) é
otimizada para a producédo eficiente de proteinas que sédo codificadas por coédons
raros ao sistema bacteriano pela presenca de RNA transportadores que interagem
com esses codons — condicdo importante, considerando a expressédo de proteinas
complexas provenientes de informacdo genética de células eucariotas (NOVAGEN,
2022-2003; RAVAL et al, 2017). Todas essas trés cepas foram eficazes em produzir
o fragmentos scFv e diabody. No entanto, melhores resultados de expresséo foram
observados para as cepas AD494 pLysS (DE3) e BL21 star, sugerindo que as
caracteristicas que promovem a estabilidade da proteina e do RNA mensageiro sdo
importantes na producdo desses formatos de fragmentos.

Por outro lado, a cepa HB2151 n&o expressa a T7 polimerase, a qual € um
indutor para expressdo quando se utiliza vetores do tipo pET, como foi utilizado.
Assim, como as bactérias dessa cepa sofreram inducdo apenas por IPTG,
provavelmente resultou nos niveis de proteina reduzidos observados. Além disso,
Chan et al (2010) afirmam que as bactérias HB2151 sofrem estresse mecéanico
guando submetidas a altas rotacGes, e as proteinas presentes no espaco
periplasmatico acabam extravasando para o meio externo. No protocolo utilizado
para expressao, 0 mesmo para as quatro cepas, as culturas de bactérias em meio
liguido sdo submetidas a uma rotacdo de 250rpm durante a fase exponencial e,
posteriormente para a extracdo, o sobrenadante é descartado e sdo recuperadas
apenas as células para o choque osmético. E provavel que a ineficiéncia de
producdo observada pela cepa HB2151 deve-se a baixa expressdo das proteinas e,
também, ao extravasamento destas para 0 meio externo, o qual foi descartado
durante o processo de extracao.

Outra caracteristica importante a ser considerada é a forma de captura da
proteina recombinante para a caracterizacdo e, principalmente, para a purificacao.
Pensando nisso, foram testados dois marcadores do fragmento: cauda de poli-
histidina e sitio de interacdo com proteina L. Ambos detectam e purificam a proteina

por cromatografia de afinidade, diferenciando-se pela forma de ligagdo com o
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fragmento. Extensamente utilizada na purificacdo de fragmentos recombinantes, a
cauda de histidina geralmente ndo afeta a estrutura ou funcéo da proteina a qual
esta ligada, devido a seu pequeno tamanho e auséncia de carga em pH fisiologico
(SPRIESTERSBACH et al, 2014). Entretanto, por se tratar de uma sequéncia
aminoacidica que nao faz parte da composicao original da molécula, algumas
alteracdes podem ocorrer. A deteccdo por proteina L elimina as desvantagens
atribuidas a caudas ligantes por interagir com uma regido presente na cadeia VL
sem interferir com a interagdo antigeno—anticorpo (RODRIGO et al, 2015). Essas
carateristicas sdo uma possivel explicacdo para o melhores resultados encontrados
com o uso de proteina L na deteccdo dos fragmentos scFv e diabody, nos testes de
ELISA para avaliar a expressdo nas diferentes cepas de bactéria. A auséncia de
deteccao pela cauda de histidina pode estar relacionada a modificacdo da estrutura
do fragmento, com perda da afinidade pelo antigeno, ou por causa da estrutura
conformacional da proteina, a regido contendo a cauda de histidina pode estar
recoberta ou bloqueada e inacessivel para interacfes. Os autores Muzard et al
(2009) e Fields et al (2013) discutem que a presenca de um marcador na porcao
final da molécula, apesar de ser util para purificacdo da proteina de interesse, pode
promover agregacao e dobramento incorreto. Sendo assim, a auséncia de detecc¢ao
da cauda de histidina pode ser explicada pelo provavel enovelamento incorreto dos
fragmentos.

Entretanto, Fields et al (2013) recomendam o uso de anticorpos anti-histidina
para a deteccdo dos fragmentos purificados no ensaio de Western blotting,
possivelmente pelo fato de que as amostras contendo os fragmentos sao fervidas
antes de serem submetidas a corrente elétrica para migracdo em SDS-PAGE, e a
conformacao estrutural original da proteina € desfeita, expondo a cauda de histidina.
Como observado nos ensaios de Western blotting, o uso de anticorpos anti-histidina
evidenciaram, de maneira especifica, os fragmentos produzidos.

A proxima etapa foi a caracterizacdo da funcionalidade dos fragmentos.
Analisou-se a capacidade de ligacdo do scFv e diabody ao veneno de Loxosceles
intermedia em ensaios de ELISA e Western blotting. Os resultados mostraram que
ambos reconheceram o veneno de L. intermedia, preservando o perfil de ligacdo ao
antigeno observado com o anticorpo parental mAb7, analisado em condi¢cdes

semelhantes.



53

Ja se sabe que o veneno total das aranhas Loxosceles apresenta uma
mistura complexa de compostos biologicamente ativos, principalmente proteinas e
peptideos com acado tdxica e/ou enzimatica (VEIGA et al, 2000; GREMSKI, et al,
2010). Entre as toxinas produzidas pelas aranhas do género Loxosceles, destacam-
se as fosfolipases. De acordo com dados da literatura, essas toxinas sdo as
principais responséaveis pelos efeitos bioldgicos que ocorrem nos acidentados apés a
picada (SILVA et al, 2004; APPEL et al, 2005; SWANSON e VETTER, 2006). Essas
enzimas catalisam a hidrélise de fosfolipidios como esfingomielina (SILVA et al,
2004; VAN MEETEREN et al, 2004; CHAIM et al, 2011; HORTA et al, 2013; WILLE
et al, 2013). O anticorpo monoclonal LimAb7 produzido por Alvarenga et al (2003)
reconhece proteinas de 32 a 35 kDa, massa molecular que corresponde as
proteinas com atividade de esfingomielinase do veneno, as quais sao consideradas
como as principais indutoras da ac@o necrotica e hemolitica. A capacidade de
neutralizar a atividade esfingomielindsica do veneno pode ser um bom parametro a
ser considerado na tentativa de identificar moléculas com potencial farmacoldgico.

Experimentos realizados pelo nosso grupo de pesquisa ja demonstraram
que a acao de neutralizacdo dos efeitos do veneno pode estar associada ndo s6 a
neutralizacdo das fracbes ativas dos componentes do veneno, mas também por
efeito alostérico, nas regifes de interagdo antigeno-anticorpo. Neste segundo, caso
o tamanho do fragmento pode ser de extrema importancia para impedir os efeitos
deletérios causados pelo veneno de Loxosceles. Por esse motivo torna-se relevante
a construcdo de fragmentos em diferentes formatos e tamanhos. Além disso, a
humanizacédo da molécula permite uma melhor aplicabilidade em uso terapéutico por
minimizar as reacfes adversar como as encontradas quando hd o emprego de
moléculas heterol6gas (JIACOMINI, 2017).

Diferentes estudos e abordagens mostram que a utilizacao de fragmentos de
anticorpos recombinantes estdo sendo caracterizados com sucesso em ensaios de
neutralizacdo de diferentes compostos, como é o caso dos estudos do grupo de
Oliveira (2009), com a neutralizacdo de enzimas fosfolipases de serpentes, e o
grupo de Amaro (2011), com a neutralizacdo da enzima Tsl de Tityus serrulatus,
evidenciando que anticorpos recombinantes também s&o capazes de neutralizar
efeitos toxicos tanto de venenos ofidicos quanto escorpibnicos.

Atualmente, a engenharia de biomoléculas tem gerado bilhdes de ddlares

por ano com mais de 200 proteinas recombinantes disponiveis na industria
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biofarmacéutica. Fragmentos de anticorpos recombinantes representam o maior
crescimento da classe desses produtos comercializados, sendo que essas
moléculas podem ser utilizadas ndo apenas em aplicacbes terapéuticas, mas
também em imunodeteccdo, purificacdo e aplicagcbes de bioseparacdo. Outra
vantagem do uso de fragmentos de anticorpos é atribuida ao aumento da taxa de
penetracdo nos tecidos e o0 baixo tempo de retencdo, comparados com a molécula
inteira (SPADIUT et al, 2014).



55

6 CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer desse estudo, a proposta de trabalho foi alcancada. Os
fragmentos de anticorpos recombinantes humanizados nos formatos scFv e diabody
foram produzidos em sistema procarioto com sucesso e a caracterizagao confirmou
0 éxito da interagdo com as toxinas dermonecréticas presentes no veneno de
Loxosceles intermedia. Respeitando o0s objetivos do estudo, o seguinte foi

alcancado:

e Bactérias de clonagem foram eficientemente transformadas e o vetor
contendo o fragmento scFv recombinante humanizado foi obtido em grandes
guantidades.

e A estratégia de digestdo enzimatica empregada foi eficaz e permitiu a correta
construcdo do fragmento recombinante diabody.

e As quatro cepas de bactéria selecionadas para expressdo dos fragmentos
scFv e diabody foram transformadas adequadamente permitindo a expressao
dos fragmentos.

¢ O sistema de expresséo bacteriano mostrou-se eficiente na producao do gene
sintético, que foi expresso como mondmero scFv e dimero diabody. Além
disso, constatou-se melhores resultados quando a cepa E. coli AD494pLySs e
BL21star foram analisadas.

e Nas amostras purificadas do conteldo extraido a partir da expressédo
bacteriana foi possivel validar a presenca dos fragmentos através da
deteccdo do marcador (tag) que essas moléculas apresentam.

e Os fragmentos recombinantes foram capazes de detectar o veneno de L.

intermedia especificamente da mesma maneira que o mAb7.

6.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com fragmentos devidamente produzidos, seria interessante sua avaliacéo
como ferramenta de neutralizacdo in vitro, através da avaliacdo da inibicdo da
hemolise causada pelo veneno de Loxosceles, e inibicdo da atividade

esfingomielindsica desencadeante da demonecrose. Tendo em vista 0 sucesso
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obtido previamente com o fragmento diabody murino nesses ensaios, pressupde-se
que o fragmento humanizado também possa apresentar o mesmo papel. A validacao
da funcionalidade desses fragmentos humanizados também deve ser analisada em
ensaio in vivo da inibicdo da dermonecrose em coelhos, utilizados hoje como modelo
para a validagdo dos soros de cavalos hiperimunes empregados na produgcéo dos

antivenenos.
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