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RESUMO

No Brasil, o0 género Loxosceles é responsavel por causar acidentes em humanos,
predominantemente as espécies Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e
Loxosceles laeta. Os acidentes ocorrem com maior frequéncia durante as épocas
mais quentes do ano. Em 2015 foram registrados 7.370 casos no Brasil, o que torna
0 envenenamento por aranhas Loxosceles um sério problema de saude no pais. O
conhecimento do conteudo completo do veneno de Loxosceles ainda esta sob
investigacdo. No entanto, sabe-se que sua composigdo bioquimica € uma mistura
complexa de compostos biologicamente ativos, principalmente proteinas e peptideos
com acao toxica e/ou enzimatica. As notinas sao as proteinas mais abundantes no
veneno, sendo componentes fundamentais nos mecanismos de captura de presas
para alimentacédo. Sabe-se que sao encarregadas de paralisar presas, em especial
insetos. No entanto seu papel em organismos humanos ainda ndo esta elucidado.
Visto que as notinas representam uma grande porcentagem da composi¢cdo do
veneno, torna-se imprescindivel o entendimento da sua fungdo no envenenamento.
Na maioria das espécies de Loxosceles prevalece as toxinas que diretamente
desencadeiam os principais sinais e sintomas decorrentes da picada deste
aracnideo. Também conhecidas como toxinas dermonecroticas, as fosfolipases-D
causam os principais efeitos nocivos atribuidos ao veneno total, tendo destaque a
dermonecrose, edema e hemolise. Loxoscelismo descreve a condigdo comumente
manifestada apos acidentes com aranhas marrons. O diagnostico € geralmente
definido com base na evolugdo do quadro clinico do paciente e aspectos
epidemiologicos. Entretanto, ha outras patologias que podem causar o
desenvolvimento de lesdao dermonecrética; sendo assim, a confirmagdo do
diagndstico auxilia no empregado do tratamento apropriado. A soroterapia € o unico
tratamento especifico, porém efeitos adversos sdo um problema iminente. Dessa
forma se torna necessario a obtencdo de uma ferramenta capaz de detectar e
neutralizar componentes do veneno. Anticorpos sdo bons candidatos por poderem
ser selecionados de acordo com sua reatividade para uma proteina especifica. A
vista disso, neste projeto, realizou-se a produgao e caracterizagdo de um anticorpo
monoclonal murino — mAb12 — e seus fragmentos recombinantes — scFv12P e
diabody12P. O mab12 assim como os fragmentos recombinantes foram capazes de
reconhecer componentes presentes nos venenos das aranhas L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta, apresentando reatividade as proteinas de baixa massa (5-10kDa).
Na literatura ha descrito dois anticorpos monoclonais direcionados as fosfolipases
dos venenos loxoscélicos: LimAb7 e Lid1mAb16, sendo assim um alvo diferente ao
do mAb12. Também foi verificado o potencial protetor do mAb12 através de ensaios
de hemodlise in vitro, sendo observado inibicdo da hemdlise com 320 pmol do
anticorpo. Tal comportamento pode ser possivelmente devido a reacao cruzada com
as esfingomielinases ou sinergismo entre alvo antigénico e toxinas dermonecréticas.
Em ELISA de competicao, o scFv12P foi capaz de detectar pequenas concentracoes
do veneno em solugcdo, possuindo potencial aplicagdo como ferramenta de
identificacdo dos trés venenos. Com base nas analises de imunoprecipitagcao e
espectrometria de massa foi sugerido o alvo antigénico, uma notina que possui
100% de identidade entre as espécies de L. intermedia e L. gaucho e alta
similaridade (>80%) com L. laeta. O estudo da fungcédo dessa classe de proteina no
organismo humano auxiliaria a possivel identificagdo da sua atividade no
envenenamento.

Palavras-chave: Loxosceles, anticorpo monoclonal, fragmento de anticorpo
recombinante, notina, reagao cruzada, sinergismo, esfingomielinase.



ABSTRACT

In Brazil, the Loxosceles genus of arachnid is responsible for numerous cases of
significant harm to humans. The Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho and
Loxosceles laeta species are most hazardous. Spider bites occur more frequently
during the hottest times of the year. In 2015 7,370 cases were registered in Brazil,
making spider poisoning a serious health concern for the country. The exact content
of Loxosceles venom is still being investigated. However, its biochemical composition
is known to be a complex mixture of biologically active compounds, mainly proteins
and peptides with toxic and/or enzymatic action. Notines are the most abundant
proteins in the venom and are fundamental components in the mechanisms of
capture of prey for feeding. They paralyse prey in certain insects. However, its effect
on human organisms is unknown. Since they represent a large percentage of the
composition of the poison, it becomes essential to understand its role in poisoning.
Toxins that trigger the main signs and symptoms resulting from this arachnid bite are
prevalent in most Loxosceles species. Phospholipases-D, also known as
dermonecrotic toxins, cause the most severe effects attributed to the venom, such as
dermonecrosis, edema and hemolysis. Loxoscelism describes the condition
commonly manifested after a brown spider bite. The diagnosis is based on the
evolution of the patient's clinical and epidemiological conditions. However, other
pathologies can cause the development of a dermonecrotic lesion; so, a confirmation
of the diagnosis enables appropriate treatment. Serum therapy is the only specific
treatment and there are various adverse effects. In this way, it becomes necessary to
obtain a tool capable of detecting and neutralising components of the venom
Antibodies are good candidates because they can be selected for a specific protein.
Therefore, in this project, a production and characterisation of a murine monoclonal
antibody - mAb12 - and its recombinant fragments - scFv12P and diabody12P is
performed. mab12 as well its recombinant fragments were able to recognize
components present L. intermedia, L. gaucho and L. laeta spider venoms, presenting
reactivity to low-mass proteins (5-10kDa). In the literature, two monoclonal antibodies
directed to phospholipases of Loxosceles venoms have been described: LimAb7 and
Lid1mAb16, thus being a different target than mAb12. The protective potential of
mADb12 has also been verified by in vitro hemolysis assay, with inhibition of
haemolysis observed with 320 pmol/mL of antibody. Such behaviour may possibly be
due to cross-reacting with the sphingomyelinases or synergism between antigenic
target and dermonecrotic toxins. In competitive ELISA, scFv12P was able to detect
small concentrations of venom in solution, presenting its potential application as a
tool of venom identification, with potential application as a tool to identify the three
venoms. Based on the analysis of immunoprecipitation and mass spectrometry, the
antigenic target suggested was a notine that has 100% identity between L.
intermedia and L. gaucho species and high similarity (> 80%) to L. laeta. The study of
this protein class function in the human organism would help the possible
identification of its activity in the poisoning.

Key-words: Loxosceles, monoclonal antibody, recombinant antibody
fragment, notine, cross-reaction, synergism, sphingomyelinase.
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1 INTRODUGAO

1.1

1.1.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Producao e caracterizagdo do anticorpo monoclonal murino mAb12 e seus

fragmentos recombinantes - scFv12P e diabody12P a fim de identificar seu possivel

papel no diagndstico e tratamento do loxoscelismo.

1.1.2

Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil de interagcdo dos anticorpos mAb12, scFv12P e
diabody12P frente aos venenos de Loxosceles gaucho, Loxosceles
intermedia e Loxosceles laeta através dos imunoensaios ELISA e Western
Blot;

Determinar o antigeno alvo do mAb12 pelas técnicas de imunoprecipitagao e

espectrometria de massa;

Estabelecer o provavel sitio de ligagdo do mAb12 as notinas e fosfolipases
por meio do mapeamento de epitopos pela técnica de Spot synthesis e

alinhamento das sequéncias primarias por instrumentos de analises in silico;

Obter e caracterizar a sequéncia das regiodes variaveis da cadeia pesada e da
leve do mAb12 aplicando técnicas de extragcdo e sequenciamento do material

genético e a ferramenta IMGT;

Construir o gene sintético e expressar o fragmento recombinante scFv12P e

diabody12P empregando a tecnologia de engenharia de anticorpo.

Avaliar potencial aplicagcdo dos fragmentos recombinantes na detecgao de
componentes presentes no veneno de Loxosceles, empregando testes de

ELISA de competicao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  ARANHA MARROM
2.1.1 Caracteristicas gerais

Loxosceles € o género de aranhas pertencentes a familia Sicariidae da
ordem Araneae, classe Arachnida, filo Athropoda e reino Animalia; descrito pela
primeira vez em 1832 por Heineken e Lowe (Lucas, 2015; WSC, 2018). O nome
Loxosceles significa “pernas inclinadas” e refere-se a maneira como a aranha
posiciona suas pernas em relacdo ao resto do corpo (Tambourgi, et al., 2010). A
morfologia caracteristica dos aracnideos consiste em corpo dividido em cefalotérax e
abddémen revestido por um exoesqueleto articulado quitinoso, quatro pares de
pernas ligados ao cefalotérax e fiandeiras no abdémen - utilizadas para a produgao
de seda -, um par de queliceras e um par de palpos — apéndices articulados

localizados perto da boca (Ruppert, et al., 2005).

A cor acastanha e a imagem semelhante a um violino no cefalotérax
justificam os nomes populares aranha-marrom (Brasil) e aranha-violino (Portugal),
comumente atribuidos aos membros do género Loxosceles (Gremski, et al., 2014).
Essas aranhas variam de 1-5 cm de comprimento e apresentam dimorfismo sexual,
cuja fémeas possuem abdémen mais largo e injetam mais veneno. A disposigédo dos
seis olhos em pares que nido se tocam formam um U padrdo que é utilizado como
critério de reconhecimento do género Loxosceles (Figura 1) (Ruppert, et al., 2005). A
aranha-marrom consegue viver meses sem alimento ou agua e resistir a variagao de
temperatura de 8 a 43°C. Elas constroem teias irregulares que se assemelham a
algodao e alimentam-se de baratas, grilos, dando preferéncia a presas mortas
(Gremski, et al., 2014).
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Fémea ) Macho

\

Figura 1: Morfologia da aranha do género Loxosceles.

Aspecto geral da aranha Loxosceles (A). Visdo anterior de Loxosceles sp. observa-se a distribuigao
padrédo dos seis olhos em pares em formato de U e pigmentagdo em forma de violino no cefalotérax
(B). Dimorfismo sexual das aranhas (C).

Fonte: Adaptado de Herzig, et al, 2011; University of Arizona, 2013 e Silva, et al, 2004.

As aranhas-marrons estao presentes em todos os tipos de ambiente; tém
habitos noturnos e preferem habitar areas escuras, secas, isoladas e protegidas;
podendo ser encontradas em roupas escuras, atras de méveis e em sétdos (Chaim,
et al., 2011). A distribuicdo de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta é mais centralizada
no sul do Brasil, sendo as trés espécies encontradas nos estados do Parana e Sao
Paulo (Figura 2).
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L. intermedia
L. gaucho
L. laeta
. \ L. intermedia
L. intermedia L. lacta
L. paucho
L. laeta
L. intermedia
L. laeta

Loxosceles laeta

Figura 2: Distribuigao geografica das trés espécies mais importantes do género Loxosceles no
territorio brasileiro.

Distribuicdo de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta no Brasil (A) e distribuicdo L. intermedia, L. gaucho
e L. laeta no estado do Parané (B).

Fonte: Adaptado de Binford, et al, 2008 e Marques-da-Silva e Fischer, 2005.

2.1.2 Composigao do veneno
O conhecimento do conteudo completo do veneno das aranhas Loxosceles

ainda esta sob investigacdo. No entanto, sabe-se que sua composig¢ao bioquimica €

uma mistura complexa de compostos biologicamente ativos, principalmente
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proteinas e peptideos com agédo toxica e/ou enzimatica (Utkin, 2015). Analises
comparativas das proteinas dos venenos brutos de L. intermedia, L. gaucho e L.
laeta revelou uma grande similaridade entre os perfis eletroforéticos
monodimensionais. Nos trés venenos foram visualizadas duas regides ricas em
proteinas: 5 a 10 kDa e 30-35 kDa (Matsubara, et al., 2017). Este padrdo também
pode ser encontrado em estudos eletroforéticos bidimensionais (gel 2D), cuja
maioria dos spots foram localizados entre o ponto isoelétrico (pl) 6 e 10 no veneno
de L. intermedia, apresentando spots mais intensos no pl neutro (Gremski, et al.,
2014). O perfil protedbmico do mapa 2D é similar entre as diferentes espécies de

Loxosceles como L. adelaida, L. similis, L. gaucho e L. laeta (Machado, et al., 2005).

Em um estudo recente sobre o trancriptoma do veneno L. intermedia os
componentes presentes foram divididos em moléculas altamente expressas:
fosfolipases D (20,2% dos trancriptos), astacinas (metaloproteinases - 22,8%) e
notinas (53,5%); e com baixo nivel de expressdo (>5%): hialuronidase, serino
protease, inibidores de serino protease, alérgenos e membros da familia TCTP
(Gremski, et al., 2010). No entanto, o padrdo de expressdo das toxinas varia entre
espécies. Fernandes-Pedrosa, et al, (2008) descreveram a prevaléncia de
transcrigdes codificando toxinas de fosfolipases-D na glandula de veneno de L.
laeta. Posteriormente, Gremski, et al., (2010) postulou presenca majoritaria de
transcrigdes codificando notinas na glandula de veneno de L. intermedia. Entretanto,
na maioria das espécies prevaleceu as toxinas que diretamente desencadeiam os
principais sinais e sintomas do envenenamento pelo género de Loxosceles. Além
disso, constatou-se que os principais componentes envolvidos nos mecanismos de
captura de presas para alimentagcéo sdo as moléculas altamente expressas (Chaim,
et al., 2011; Gremski, et al., 2014).

Caracteristicas como qualidade, quantidade e composi¢cdo do veneno sao
diretamente influenciadas pelo sexo, idade, espécie, estado nutricional e tamanho da
aranha. O volume de veneno produzido € em torno de alguns microlitros, contendo
aproximadamente 20 a 200ug de proteina total (da Silva, et al., 2004; Chaim, et al.,
2011). Analisando o proteoma do veneno total de L. intermedia Trevisan-Silva, et al.,
(2017) identificaram sequéncias homdlogas entre as proteinas nas diferentes

espécies de Loxosceles; além de detectarem a prevaléncia majoritaria das
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fosfolipases-D, astacinas e notinas, corroborando com estudos do transcriptoma do

veneno.

A molécula mais estudada do veneno de Loxosceles possui um papel
importante no desenvolvimento dos principais sinais e sintomas do envenenamento.
E comumente denominada como esfingomielinase-D a partir da primeira funcéo
bioquimica descrita a hidrolise da proteina esfingomielina (Chaim, et al., 2011).
Entretanto, o termo fosfolipase-D (PLD) torna-se o mais adequado pois enfatiza o
amplo conjunto de fosfolipidos hidrolisaveis, visto que estudos recentes relatam
outros substratos - como glicerofosfolipidos e lisofosfolipidos - suscetiveis a
atividade catalitica desta enzima (Figura 3) (Chaves-Moreira, et al., 2017; Gremski,
et al., 2014).

A enzima PLD atua na degradagdo dos fosfolipidos das membranas
celulares, desencadeando a perda de assimetria da membrana, exposicdo e
reorganizagdo da membrana. Mais especificamente, a degradacdo da esfingomielina
modifica propriedades da membrana como fluidez e organizagao da camada lipidica
(Mitsutake & lIgarashi, 2007; Gomez-Cambronero, 2010; Chaim, et al., 2011).
Presenca de edema, eritema e necrose sao indicativos de disturbio na matriz
extracelular e sdo comumente vistos nas picadas de aranha-marrom (Gremski, et al.,
2014).

Por causaram dermonocrecrone as PLDs do género Loxosceles sao
também sdo conhecidas como toxinas dermonecréticas. Além disso, estas enzimas
geram edema, hemodlise, aumento da permeabilidade na parede dos vasos
sanguineos, resposta inflamatoria maciga com infiltracao de neutrdfilos e ativagao do
complemento, agregacdo plaquetaria, imunogenicidade, insuficiéncia renal,
toxicidade celular e letalidade em animais (Tambourgi, et al.,, 2010). A massa
molecular dessas enzimas variam de 30-35 kDa, caracterizando as bandas proteicas
observada nesta faixa em um gel monobimensional (Matsubara, et al., 2017).
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Figura 3: Fosfolipases-D (PLD).

Representacao da estrutura da toxina de L. laeta (A), residuos envolvidos na ligagao metal-ion e
catdlise estdo destacados. Topologia estrutural de fosfolipase-D (B), folhas-3 (setas) e a-hélices
(cilindros) formam a estrutura de barril da proteina. Loop catalitico indicado pela cor laranja em
ambas figuras.

Fonte: Adaptado de Gremski, et al., 2014.

Outra enzima presente no veneno € a hialuronidase, que possui massa
molecular de aproximadamente 44kDa e esta presente em todas espécies de
Loxosceles. E considerada como um importante componente do veneno por
aumentar a difusdo de outras toxinas nos tecidos adjacentes a regido de inoculagao
através da degradacao de componentes da matriz extracelular. Dessa forma,
contribui para a disseminagao gravitacional caracteristica da lesdo dermonecrotica
(da Silveira, et al., 2007a; Chaim, et al., 2011).

Astacinas sao metaloproteases dependentes de zinco e dois tipos foram
encontrados no veneno de Loxosceles: Loxolisina A de massa molecular de 20-28
kDa e com atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica; Loxolisina B de massa
molecular de 32-35 kDa e com atividade gelatinolitica. O papel bioquimico e
bioldgico dessas proteinas é pouco conhecido; estudos apontam que elas degradam
algumas proteinas da matriz extracellular - fibronectina, fibrinogénio, gelatina e
entactina -, entretanto sua funcdo no efeito nocivo do veneno ainda nao esta
totalmente elucidada (Chaim, et al., 2011; da Silveira, et al., 2007b).

O veneno de aranha-marrom evoluiu para possuir um arsenal de proteinas
inseticidas com o intuito de paralisar e capturar suas presas, em especial insetos.
Estas proteinas consistem em moléculas de cadeia unica com baixo massa
molecular (3-10kDa) e elevado numero de cisteinas que formam pontes dissulfeto
intramoleculares (Figura 4). Essas toxinas também sdo denominadas de notinas

devido ao seu motivo estrutural caracterizado por um nd de cisteina inibitério
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(inhibitor cystine knot — ICK) (Nicholson , 2006). A familia de notinas atuam em
canais ibnicos, como sodio, calcio, cloreto e potassio. Ao agiram em canais idnicos
neuronais especificos de presas ou predadores causam paralisia flacida ou até
mesmo morte (Chaim, et al., 2011; Matsubara, et al., 2017). Castro, et al, (2004)
descreveram e caracterizaram trés isoformas de proteinas inseticidas no veneno de
L. intermedia — LiTx1, LiTx2 e LiTx3 — que possuem o motivo ICK e atuam em canais
iGbnicos especificos. Quanto a especificidade do canal iénico, Castro, et al, (2004)
postularam que a LiTx3 atua em canais para sodio. No enatnto, o grupo néao foi
capaz de determinar se LiTx1 interage com canais para sodio ou calcio e em quais
canais ionicos LiTx2 atua. Em 2006, uma nova isoforma - LiTx4 — foi depositada no

banco de dados de sequéncias genéticas (GenBank n°® DQ388598.1).
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Figura 4: Motivo né inibidor de cisteina (ICK).

Pontes dissulfeto sdo mostradas pelas linhas amarelas, a folha B pelas setas laranjas e a hélice a
pela seta em azul. Estrutura 3D (parte superior). Representagdo esquematica do motivo ICK (parte
inferior) As conexdes de ligagcbes dissulfeto para cada motivo sdo mostradas na parte inferior do
painel, onde "C" significa cisteina e sao rotulados de 1 a 6.

Fonte: Adaptado de Ojeda, et al., 2018.

A proteina TCTP ( do inglés translation controlled tumoral protein) possui
esta denominacao por ter sido identificada em um carcinoma mamario humano e por
ser regulada a nivel de traducdo. No género Loxosceles, TCTP foi identificada no
veneno de L. Intermedia e L laeta. Apesar de participar em varias processos

bioldgicos, sua fungdo nao esta completamente elucidada. Um dos seus papéis é
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desencadear a liberagdo de histamina em leucocitos (Chaim, et al., 2011; Sade, et
al., 2012).

No veneno de Loxosceles, serino proteases foram descritas como
zimogénios ativados pela tripsina. A tripsina, por sua vez, ativou duas moléculas de
85 e 95 kDa com acgao gelatinolitica (Veiga, et al., 2000). Acredita-se que serino
proteases estdo envolvidas na digestdo da presa e podem causar destruicao
tecidual, coagulagdo sanguinea e fribrindlise. Os inibidores de serino protease agem
na protegdo da integridade de suas proprias toxinas, sendo os unicos capazes de
inativar as serino proteases (Veiga, et al., 2000). Alérgenos também compdem o
veneno de Loxosceles, mas pouco se sabe do seu papel nos acidentes com aranha-

marrom (Gremski, et al., 2014).

2.2 LOXOCELISMO

A maior parte das espécies de aranhas sao inofensivas aos humanos. De
fato, 4 géneros sao considerados perigosos e de importancia médica - Latrodectus
(vibva-negra), Loxosceles, Phoneutria (armadeira), Atfrax (aranha-teia-de-funil)
(Appel, et al., 2005). Os trés primeiros géneros sdo encontrados no Brasil e o ultimo
€ de origem australiana. Existem aproximadamente 130 espécies do género
Loxosceles, sdao amplamente distribuidas por todos os continentes — exceto
Antartica - e provavelmente todas possuem a capacidade de provocar sintomas
clinicamente importantes. No entanto, as espécies responsaveis por causar
acidentes em humanos no Brasil sdo L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Chaves-
Moreira, et al., 2017). Os acidentes ocorrem predominantemente durante a épocas
mais quentes do ano. No ano 2015 foram registrados 7.370 casos no Brasil
(SINANa, 2016), cuja 3.834 das notificacées pertencem ao Parana (SINANb, 2016),
tornando o envenenamento por aranhas-marrons um sério problema de saude no

pais.

Loxoscelismo descreve a condicdo comumente manifestada apds acidentes
com aranhas-marrons. O quadro clinico depende de caracteristicas tanto do
individuo acometido como do veneno, dado que aranhas adultas injetam apenas
alguns microlitros contendo em torno de 30 ug de proteina. Além disso, o local da

picada, idade, estado de saude e perfil biolégico do paciente influenciam diretamente
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no grau de envenenamento. A maioria das manifestagdes clinicas s&o benignas e
restritas a regido da picada, mas sintomas sistémicos podem surgir e raramente
levar ao ébito (da Silva, et al., 2004; Chaim, et al., 2011).

7

A picada por aranha-marrom é relativamente indolor e em muitos casos o
paciente nao percebe o ocorrido. Reagdes a picada tendem a ser locais, observa-se
necroses cutaneas de coloragdo azul-violeta escura com propagagao gravitacional
que levam a formagédo de tecido cicatricial (Figura 5). Além disso, pode haver
eritema e edema ao redor da lesdo. Em cerca de metade dos casos, sintomas
sistémicos como febre, dor de cabecga, vOmito e erupgao aparecem em conjunto com
as lesdes cutaneas (Chaves-Moreira, et al., 2017). Depois de 2-8 horas pos picada
dor leve a severa pode ocorrer, provavelmente devido a isquemia; além de eritema

com prurido, inchaco e sensibilidade leve a severa.

Figura 5: Reagao local a picada de aranha-marrom.

A. Ferida de coloragao azul-violeta com propagagao gravitacional. Fonte: Adaptado de Tambourgi, et
al., 2011.

B. Estagio inicial e tardio da picada por arranha-marrom.

Fonte: Swanson, et al., 2006.

Além do loxoscelismo cutaneo (dermonecrético) descrito acima, com menos
frequéncia é observado manifestagdes mais sérias a nivel sistémico. O loxoscelismo
sistémico (cutaneo-visceral ou hemolitico) ocorre em aproximadamente 15% dos
casos e afeta predominantemente criangas. Resulta em sintomas como febre,
fraqueza, vbmitos, hemolise intravascular - responsavel pela anemia hemolitica,

ictericia e hemoglobinuria -, coagulacao intravascular disseminada - encontrado na
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pele, pulmdes, figado e rim - e insuficiéncia renal aguda - principal causa da morte

em loxoscelismo (Swanson & Vetter, 2006; Chaves-Moreira, et al., 2017).

2.2.1 Diagnostico

Loxoscelismo é geralmente diagnosticado com base na evolugdo do quadro
clinico do paciente e aspectos epidemioldgicos. Fatores como local da picada,
circunstancia na qual a picada ocorreu, identificagdo do animal e regidao epidémica
ajudam a determinar o envenenamento pelo género Loxosceles (Malaque, et al.,
2011; Gremski, et al., 2014). Entretanto, existem outras patologias que podem
causar o desenvolvimento de lesdo dermonecrdtica. Dessa forma, a confirmagao do
diagnostico pelo emprego de métodos mais concretos pode evitar a aplicagado do

tratamento incorreto.

Uma boa alternativa sdo os testes laboratoriais que podem ser desenvolvidos
para detectar a presengca de toxinas ou outros fatores determinantes do
loxoscelismo. Ensaios de imunoabsorgdo enzimatica sdo uma opgao por serem
testes rapidos, reprodutiveis, especificos e sensiveis. Atualmente ndo ha nenhum
ensaio laboratorial disponivel comercialmente, porém alguns estudos desenvolveram
ensaio imuno-absorvente no qual anticorpos policlonais foram usados para detectar
0 veneno em lesdes ou soro do paciente (Gomez, et al., 2002; Stoecker, et al., 2006;
Stoecker, et al., 2009).

2.2.2 Tratamento

Nao ha um tratamento sintomatico padrao para loxoscelismo. Em diferentes
partes do mundo sdo empregadas diferentes estratégias. Em alguns paises o uso de
anti-histaminicos, antibiéticos, analgésicos e corticosteréides é frequente. Sendo
uma medida para amenizar os sintomas, conter a lesao e prevenir infeccées. Porém
nao ha um consenso quanto a eficacia destes medicamentos. A severidade da
picada pode ser estimada por meio de caracteristicas clinicas e analise laboratorial
tais como hemolise evidente e presenca de creatina quinase no soro - indicador de
rabdomidlise configurando existéncia de loxoscelismo sistémico (Malaque, et al.,

2011). Estabelecido o quadro de loxoscelismo sistémico, medidas como hidratagao
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vigorosa e alcalinizagdo da urina podem ser tomadas para evitar faléncia renal
(Gremski, et al., 2014).

A soroterapia torna-se a unica opc¢ao direcionada para tratar o
envenenamento, pois possibilita a neutralizagdo do veneno pelo emprego de
anticorpos contra as toxinas venenosas. Os antivenenos produzidos no Brasil sdo de
origem equina, consistindo em um conjunto de anticorpos heterélogos de afinidade e
especificidade variada. A probabilidade de ocorrer rea¢des de hipersensibilidade
como reacgdes alérgicas, choque anafilatico e doenga do soro € iminente. Um estudo
constatou que um tergo dos pacientes que receberam antiveneno desencadearam
reagoes anafilaticas agudas (Malaque, et al., 2011; Chaves-Moreira, et al., 2017).
Sendo assim, a soroterapia é feita com cautela sempre baseando-se no quadro
clinico do paciente. Por isso, estudos que possam sugerir ou propor novas
estratégias de inativagdo do veneno poderiam contribuir na resolugdo dos problemas

atuais.

A neutralizacdo de toxinas in vivo com anticorpos foi primeiro descrita em
1894 e é ainda a unica escolha de tratamento para picada de aranha e picada de
escorpidao (Maynard & Georgiou, 2000). No Brasil, a produ¢do de antivenenos data
da década de 1960. Nos dias atuais, o Ministério da Saude oferece dois
antivenenos: soro antiloxoscélico - composto de anticorpos contra L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta, produzido pelo Centro de Produgdo e Pesquisa de
Imunobiologicos do Estado do Parana - e soro antiaracnideo — contra Loxosceles
gaucho, Phoneutria nigriventer, Tityus serrulatus e Tityus bahiensis, produzido pelo
Instituto Butantan, Sdo Paulo -. Além disso, o Peru produz antivenenos para L. laeta
pelo Instituto Nacional de Saude e o México produz contra L. reclusa no Instituto
Bioclon (da Silva, et al., 2004; Gremski, et al., 2014).

No Brasil, o protocolo indicado € a administracdo intravenosa de antivenenos
em casos de loxoscelismo com lesbes cutdneas e cutdneos-hemoliticos. Sendo
aconselhavel mesmo 48 horas apés o acidente se ha a presenca de hemdlise.
Ademais, o Ministério da Saude brasileiro aconselha a administragdo de antivenenos
e corticosterdides em casos de loxoscelismo classificados como moderado (lesédo
sugestiva ou caracteristica, podendo ou ndao haver alteragcbes sistémicas) e grave



25

(lesé&o caracteristica e alteragcdo sistémica), ndo sendo indicado para casos leves
(leséo incaracteristica, sem alteracdes sistémicas) (Ministério da Saude, 2001). A
gravidade da lesao cutanea determina a quantidade de antiveneno utilizada e quanto
mais proximo ao momento do acidente € administrado maior sera sua eficacia. O
ideal € administrar de imediato ou até 12 horas apds o envenenamento, sendo nao
recomendado apds transcorrido 72 horas. Isto € corroborado no experimento de
Pauli, et al., (2009), cuja administracdo de antivenenos em coelhos apos 6 e 48
horas da picada por aranha-marrom resultou em lesdes necréticas 90% e 30%
menores, respectivamente, ao comparar com o grupo controle (Pauli, et al., 2009;
Chaves-Moreira, et al., 2017). Apesar do potencial de prevengdo da lesao
dermonecrodtica ser gradativamente nulo ao passar do tempo pos picada, o
antiveneno ainda pode ser eficiente para prevenir a extensao da lesédo e limitar a

ocorréncia dos efeitos sistémicos (da Silva, et al., 2004; Pauli, et al., 2006)

Em resumo, a eficacia do tratamento depende de uma série de fatores como:
tempo decorrido entre o acidente e inicio do tratamento, gravidade do quadro,
estado de saude do paciente, volume e composicdo do veneno injetado,
identificacdo da espécie do animal pegonhento e quantidade do medicamento

administrado.

2.3 ENGENHARIA DE ANTICORPO RECOMBINANTE

A alta afinidade e especificidade ao ligante tornam o anticorpo ideal para
diversas aplicagbes biomédicas e em industrias alimenticias e agricolas, podendo
ser usado como instrumento terapéutico e reagente analitico. Dentre tantas
potencias finalidades, a neutralizagédo de toxinas in vivo, agentes de terapia genética
in vivo, radioimunodetectores em imaging e terapéuticos de cancer s&o os mais

relevantes para o campo da engenharia de anticorpo (Maynard & Georgiou, 2000).

No organismo, o sistema imune é encarregado na protegdo contra agentes
infecciosos e toxicos através de mecanismos que neutralizam e eliminam o invasor
do corpo. As células B possuem o papel de reconhecer moléculas estranhas ao
corpo através de receptores de superficie celular (B cell receptor -BCR), sendo
ativadas e diferenciadas em células secretoras de BCR soluveis (tambam

conhecidos como anticorpos). Uma unica célula B produzira um unico anticorpo
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especificamente contra um unico epitopo. No entanto, antigenos distintos podem
compartilhar um epitopo em comum, ou seja, uma mesma por¢cado dos antigenos &
reconhecida por um unico anticorpo. Geralmente, o antigeno cujo anticorpo
apresenta reagcdo cruzada possui uma afinidade de ligagdo menor do que a
interagdo com o antigeno que o anticorpo foi induzido contra (Sarantopoulos, 2014).
A interagdo antigeno-anticorpo € um balangco de interagbes intermoleculares de
atracdo e repulsdo. E o resultado de ligacdes ndo-covalentes reversiveis como:
pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interagdes eletroestaticas e
hidrofobicas entre cadeias laterais (ligacbes lineares) e arranjos polipeptidicos
(ligagdes conformacionais). A combinacgao de ligagdes fracas dos imunocomplexos &
influenciada termodinamicamente, gerando uma interagdo suficientemente forte.
Sendo que, modificagbes em residuos de aminoacidos no sitio de ligagdo podem
alterar a forga de interagdo antigeno-anticorpo (Maynard & Georgiou, 2000; Laffly &
Sodoyer, 2005; Dasch & Dash, 2014).

O anticorpo, denominado também como imunoglobulina (lg), possui uma
conformacao caracteristica em formato de “Y”. As imunoglobulinas estruturalmente
arranjam-se em dobramentos de correntes beta antiparalelas que formam duas
folhas beta. Essa folhas sdo conectadas por pontes de dissulfeto entre os residuos
de cisteinas (Figura 6A). A proteina IgG é formada por duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves, divididas em regides variaveis (VH — cadeia variavel pesada e VL —
cadeia variavel leve) e constantes (FIGURA 6B) conforme o grau de similaridade
aminoacidica entre diferentes anticorpos (Maynard & Georgiou, 2000; Schroeder &
Cavacini, 2010). A regiao variavel possui esta denominagao por ser o local de alta
variabilidade na molécula, diferenciando um anticorpo do outro. A distribuicdo da
variabilidade aminoacidica n&o é uniforme, ha regides de hipervariabilidade (HV) e
regides menos variaveis do arcabougo. A HV encontra-se nos loops entre as
correntes beta, sendo também chamado de regido determinante da
complementaridade (complementarity determining region — CDR) por ser a qual liga-

se a superficie do antigeno (Maynard & Georgiou, 2000; Dasch & Dash, 2014).
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Figura 6: A estrutura de uma molécula de anticorpo.

Estrutura 3-D de uma molécula de anticorpo demonstrando arranjo das folhas betas (A).
Representagdo esquematica da molécula de anticorpo (B). As ligagdes dissulfeto entre as cadeias
pesadas e leves formam a estrutura “Y”, cada brago é conhecido como fragmento de ligagdo do
antigeno (Fab) que é composto por dois dominios variaveis (Vy e V|) e dois constantes (Cyle C.). Os
dois dominios variaveis leve e pesado dimerizam para formar o fragmento Fv (fragdo variavel) que
contém o sitio de ligagdo ao antigeno. Regido hipervariavel da cadeia leve (L1-L3) e pesada (H1-H3)
€ marcado pela cor vermelha. Dois dominios da cadeia pesada (C42 e C43) compdem a regido Fc
(fragdo cristalina) que é responsavel pela formagao da atividade biolégica da molécula de anticorpo.
Em ambas figuras o arcabougo da cadeia variavel leve (V| ) esta destacado pela cor amarela e da
pesada (Vy) pela cor azul claro. As cadeias constantes pesadas sdo separadas pelas cores claro
(Cu3), vede escuro (Cy2) e azul escuro (Cy1) e leves pela cor roxa (Cy).

Fonte: Adaptado de Sela-Culang, et al., 2013.

A ideia de um agente presente no sangue capaz de defender o organismo
contra invasores foi reportada por von Behring e Kitasato em 1890. Em seus
experimentos eles demonstraram que animais expostos aos agentes causadores da
difteria ndo desenvolviam a doenga quando tratados com o soro de outros animais
previamente infectados com esta bactéria atenuada (Winau & Winau, 2002;
Schroeder & Cavacini, 2010). A soroterapia foi o primeiro método de imunizagéo
passiva para tratar doencas infecciosas. E com isso foi constatado e demonstrado a
fungdo neutralizante da molécula de anticorpo. Desde entdo, essa técnica usufrui
dos mecanismos de defesa do sistema imune para tratar doencas infecciosas ou

agentes toxicos com anticorpos policlonais.

Em contraste com a soroterapia, a tecnologia de hibridoma é uma técnica

mais refinada de producéo de anticorpos por possibilitar a obtencdo de anticorpos
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monoclonais. Descrita em 1975 por Milstein e Kohler, essa técnica consiste na fusao
de células da linhagem de mieloma com células B de animais imunizados,
resultando em clones imortais provenientes de uma unica célula B parental (Kohler &
Milstein, 1975; Maynard & Georgiou, 2000; Filpula, 2007). A produgao de anticorpo
monoclonal (monoclonal antibody — mAb) é uma das ferramentas centrais na
biotecnologia, possuindo uma série de vantagens como: alta especificidade e
afinidade; determinagado do epitopo; auséncia de anticorpos nao especificos; maior
facilidade de caracterizagao e reduzida variabilidade entre os lotes. Apesar do alto
custo a técnica € muito explorada para geragdo de medicamentos principalmente na

area de oncologia (Laffly & Sodoyer, 2005).

Gragas ao desenvolvimento da tecnologia de hibridoma, a engenharia de
anticorpos recombinantes tornou-se viavel. Através do emprego da técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (polymerase chain reaction — PCR) e de sistemas
procariotos de clonagem e expressao de genes sado produzidos os fragmentos de
anticorpo recombinante. A partir de mAb murinos sdo amplificadas as regides VH e
VL e com essas sequéncias genéticas inumeros fragmentos de anticorpo
recombinante podem ser construidos (FIGURA 7). O menor anticorpo recombinante
disponivel é o fragmente de cadeia unica variavel (single-chain fragment variable —
scFv). Ele possui um conector polipeptidico de geralmente 15 aminoacidos (quatro
glicinas mais uma serina, repetidos 3 vezes) que fornece flexibilidade suficiente para
a cadeia VH e VL formarem uma conformagdao comparavel com a do anticorpo
parental (Maynard & Georgiou, 2000; Ahmad, et al., 2012). Quando o conector é
reduzido para menos de 12 aminoacidos é favorecido a formacao de dimeros -
diabody — devido a interagdo da cadeia VL de uma molécula com a VH de outra.
Uma vantagem é que o diabody possui maior afinidade funcional em comparacao ao
mondmero scFv (Todorovska, et al., 2001). Além disso, o tamanho reduzido dessas
moléculas — scFv ~27kDa e diabody ~50 kDa — permite a passagem em tecidos que
a molécula inteira ndo consegue penetrar, rapida difusdo e farmacocinética
(Maynard & Georgiou, 2000; Filpula, 2007).
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Figura 7: Modificagdes estruturais na molécula de anticorpo.

Fragmentos de anticorpos gerados por protedlise da molécula de anticorpo IgG inteira (A).
Fragmentos de anticorpo recombinante construidos a partir de técnicas da engenharia molecular (B)
e fragmentos de anticorpo recombinante alternativos aos anticorpos convencionais (C).

Fonte: Adaptado de Alvarenga, et al., (2014).

O tamanho e a simplicidade da estrutura tornam a producgao de fragmentos de
anticorpo recombinante simples e barata. Além disso, eles possuem uma menor
imunogenicidade em comparacdo com a molécula inteira de anticorpo (Nelson,
2010; Dasch & Dash, 2014). A purificagdo do fragmento recombinante é uma etapa
crucial no processo de produgao, sendo uma estratégia muito utilizada a insergao de
uma cauda, geralmente de histidina (Young, et al.,, 2017). No entanto, o uso de
caudas pode ocasionar desvantagens como incorreto dobramento da estrutura,
agregacao ou perda de funcdo da proteina, além de eventual imunogenicidade a
cauda. Em contrapartida, o desenvolvimento fragmentos recombinantes livres de
cauda como atraves do emprego da proteina L oferece uma opgéao para purificagéo
e detecgdo destas moléculas (Muzard, et al., 2009). A proteina L esta presente na
parede celular de 10% das cepas de Peptostreptococcus magnus e interage com
residuos da cadeia leve kappa na regido FR1 (framework 1) sem interferir na
interagdo antigeno-anticorpo da imunoglobulina (Rodrigo, et al., 2015). Tal artificio ja
foi empregado com sucesso em outros modelos de fragmentos recombinantes
(Lebozec, et al., 2017). Neste projeto a purificagdo dos fragmentos recombinantes

sera através dessas duas estratégias: cauda de histidina e proteina L.
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2.4 JUSTIFICATIVA

Desde a primeira produgdo dos antivenenos a estrutura do anticorpo
neutralizante evoluiu muito. Atualmente, no Brasil, Argentina e México os anticorpos
policlonais presentes no soro equino sado submetidos a digestdo enzimatica com
pepsina, que cliva a regido de dobradiga da imunoglobulina especificamente a regiao
carboxiterminal das pontes dissulfeto. O resultado sdo fragmentos funcionais F(ab’),
que mantém a propriedade de ligar-se ao antigeno (Morais, et al., 2014). Por n&o
possuir a regido efetora Fc, esses fragemntos possuem menor potencial
imunogénico e de formagao de agregados protéicos quando comparado a molécula
de anticorpo inteira (da Silva, et al., 2004; Pauli, et al., 2009; Chaim, et al., 2011).

No entanto, a produg¢ao dos antivenenos possui uma série de pontos fracos.
Tais devanstagens sdo a necessidade de coleta e extragcdo de um grande numero
de veneno; o alto custo de manutencido dos cavalos imunizados, 0 uso de um
grande numero de coelhos para validagdo da capacidade de neutralizagdo do soro,
entre outros. Pensando nisso, grupos de pesquisa vém buscando meios alternativos

de produgao de anticorpos contra o veneno de aranha-marrom.

Na literatura ha descrito dois anticorpos monoclonais contra as
esfingomielinases loxoscélicas: LimAb7 e LiD1mAb16. O LimAb7 é capaz de
neutralizar a atividade hemolitica desta enzima no veneno de L. intermedia
(Alvarenga, et al., 2003); e o LiID1mADb16 reconhece L. intermedia, L. gaucho e L.
laeta mas nao inibe 100% os efeitos dermonecréticos dos venenos (Dias-Lopez, et
al., 2014). A partir do anticorpo monoclonal LimAb7, dois fragmentos recombinantes
foram produzidos: (scFvsLi7), e scFv-LimAb7/AP. O diabody (scFvsLi7), manteve a
capacidade de neutralizacdo da atividade hemolitica e de esfingomielinase do
veneno de L. intermedia (Karim-Silva, et al., 2016). A proteina bifuncional
colorimétrica scFv-LimAb7/AP possui limite de deteccdo de 39 ng/mL de L.
intermedia circulante em soro humano (Jiacomini, et al., 2016). Além da busca de
novas formas de detecgdo e neutralizacdo do veneno, novos protocolos de
imunizagao que nao utilizem apenas o veneno total tém sido investigado. O uso de
um peptideo sintético imunogénico satisfatoriamente gerou anticorpos especificos

contra o veneno de L. intermedia em camundongos e coelhos (Dias-Lopes, et al.,
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2010). Ja a proteina recombinante rLiD1 auxiliou na imunizagdo de cavalos e
posterior producdo de anticorpos funcionais capazes de reconhecer diferentes

espécies de Loxosceles (Duarte , et al., 2015).

Todos esses estudos exploram a principal proteina envolvida nos efeitos
nocivos do veneno de Loxosceles. Entretanto, o conhecimento do papel de todos os
componentes do veneno no contexto do loxoscelismo ainda € incompleto. Dessa
forma, torna-se necessario a produgdo de insumos que possam ser empregados
para a deteccgao, estudo e neutralizacdo de tais toxinas. A produgcao de anticorpos
monoclonais e fragmentos recombinantes especificos para os venenos loxoscélicos
pode contribuir com melhorias no diagnostico e tratamento do envenenamento por
aranhas-marrons. Tais avangos na area de engenharia de anticorpo também
auxiliam no posicionamento do Brasil em uma condicdo de maior independéncia

tecnologica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA
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Figura 8: Principais etapas desenvolvidas no presente estudo.
Fonte: Acervo Pessoal.

3.2 VENENOS

Os venenos de L. gaucho, L. intermedia e L. laeta foram gentilmente cedidos
pelo Centro de Produgédo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI — Piraquara, PR,
Brasil). Todas as amostras foram dosadas pelo método de Bradford (Bradford,

1976), aliquotadas e armazenadas em -20°C.
3.3 AMPLIFICACAO DO ANTICORPO MONOCLONAL

Em 2012 foram produzidos pelo grupo anticorpos monoclonais contra o
veneno total de L. gaucho, L. intermedia e L. laeta gerando assim o hibridoma
mAb12.
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As etapas para obtengdo do anticorpo monoclonal (imunizagédo, fuséo,
screening, clonagem, diluigdo limitante, etc.) foram realizadas anteriormente pelo

grupo, empregando a mesma metodologia descrita por Becker et al. (2013).

Aliqguotas do hibridoma armazenadas a -80°C foram descongeladas e
cultivadas em meio de cultivo celular suplementado (do inglés Dulbecco's Modified
Eagle's MediumIDMEM - Sigma -, 10% soro fetal bovino — Gibco - e 1% de
penicilina-estreptomicina — ThermoFisher Scientific) mantidas em estufa incubadora
com atmosfera de CO; (5%) incubadas a 37°C (Greenfield, 2014).

O anticorpo monoclonal murino foi purificado a partir do sobrenadante do
hibridoma secretor mAb12 por cromatografia de afinidade usando proteina A
imobilizada em Sepharose CNBr- (Sigma) nas condi¢des descritas pelo fabricante. A
eluicdo ocorreu com glicina (0,1M pH2,8) em fragdes de 0,5 mL. Amostras foram
dialisadas contra tampao fosfato-salino pH 7,4 (do inglés phosphate buffered saline
— PBS) (Fishman & Berg, 2014).

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

1976), aliquotadas e armazenadas em -20°C.
3.4 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DO ANTICORPO MONOCLONAL

Para a caracterizagdo imunoquimica tanto do anticorpo monoclonal quanto
dos fragmentos recombinantes da fragdo variavel (Fv) - scFv e diabody - foram

empregadas técnicas de imunodetecg¢ao do antigeno.

Para deteccdao do mAb12, scFv12P ou diabody12P utilizaram-se reagentes
marcados com peroxidase: anti-mouse (Sigma) e proteina-L (ThermoFisher
Scientific) foram usados na diluigdo 1:4000. O anticorpo anti-histidina (ThermoFisher
Scientific) foi diluido 1:1000 e marcado pelo anti-mouse 1:4000, por ser produzido

em camundongo.
3.4.1 Imunoensaio Enzimatico - ELISA

Concentragdes de 2,5 ou 5ug/mL de veneno de L. gaucho, L. intermedia ou

L. laeta em 0,02M de tampao de bicarbonato de sddio (pH 9,6) foram adsorvidos em
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placas de poliestiieno NUNC (ThermoFisher Scientific) durante 16 horas a 4°C em
seguida realizou-se a saturagdo com caseina 2% durante uma hora a 37°C, para

evitar ligagoes inespecificas.

Concentragdes dos anticorpos primarios (mAb12, scFv12P ou diabody12P)
variaram conforme o formato de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
utilizado, porém sempre preparados para volume final de 100 uL/pog¢o e incubados
por uma hora a 37°C. Anticorpos secundarios (anti-mouse, proteina L ou anti-
histidina) e terciarios (anti-mouse) foram utilizados no mesmo volume final e
incubados nas mesmas condi¢gdes que o anticorpo primario, variando apenas nas

diluicbes usadas.

No ELI/SA indireto, concentracdes decrescentes do anticorpo primario, com
fator de diluicdo 2, foram testadas frente ao antigeno. No ELISA de competigao,
concentracdes fixas do anticorpo primario principal foram estabelecidas com base na
absorbancia entre 0,600-0,800 apresentada no ELISA indireto, enquanto o

competidor variou em concentragcdes decrescentes com fator de diluicao 2.

Apods a incubagdo do anticorpo conjugado com peroxidase, a solugéo de
substrato (orto-fenilenodiamina — OPD, Sigma) foi adicionada (100 pL/pogo) e
deixada agir durante 20 minutos na auséncia de luz. A reacéao foi parada com H,SO4
1:20 (20 pL/pogo) e mensurou-se a absorbancia em um leitor de placas de ELISA
(microplate reader 550, BIORAD) no comprimento de onda de 490 nm. Entre cada
etapa, os pogos foram lavados trés vezes com solugdo de lavagem (0,15M NaCl,
0,05% Tween 20). Todos os ensaios foram realizados em duplicata (Becker-Finco, et
al., 2013; Kohl, 2014).

3.4.2 Western blotting

Proteinas do veneno de L gaucho, L. Intermedia e L intermedia (5 ug),
previamente desnaturadas por calor (5 minutos a 100°C), foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5% - m/v) contendo detergente
dodecilsulfato de sdédio que promove a desnaturagéo das poteinas (do inglés Sodium
Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis - SDS-PAGE) e transferidas

para membrana de nitocelulose 0,45 pm. Apdés o bloqueio com tampido PBS
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contendo 5% (m/v) de leite seco sem gordura e 0,3% (v/v) de detergente Tween 20;
incubou-se com anticorpo primario (mAb12, scFv12P ou diabody12P) e em seguida
anticorpo secundario (anti-mouse, proteina L ou anti-histidina) e terciarios (anti-
mouse), diluido em PBS e 0,05% (v/v) de Tween 20 quando necessario. Todas as
incubagdes ocorreram por 1 hora a 37°C e entre cada etapa a membrana foi lavada

3 vezes por 5 minutos com PBS e 0,05% (v/v) de Tween 20.

A reatividade dos imunocomplexos formados foi detectada pela oxidacédo do
substrato (diaminobenzidina e 4-cloronaftol — dab-cloronaftol ou luminol, Sigma) em
presenca de peroxidase do reagente marcado e peroxido de hidrogénio. Os
reagentes cromogénicos dab-cloronaftol foram incubados com a membrana por no
maximo 15 minutos para a visualizacao de bandas coradas. A regcao por
quimioluminescéncia (do ingles enhanced chemiluminescence - ECL) utilizou o filme
Amersham Hyperfilm (GE Healthcare) e tempo de exposi¢cdo variou conforme
incidéncia luminosa detectada. Todos experimentos possuiam o0s controles positivo

e/ou negativo apropriados (Alvarenga, et al., 2003; Litovchick, 2014)
3.5 ENSAIO HEMOLITICO IN VITRO

A hemdlise € um dos efeitos nocivos ocasionados pelo envenenamento com
o0 veneno de Loxosceles. Antivenenos sdo administrados afim de neutralizar esta
atividade hemolitica assim como outras complicagdes. Dessa forma, a obtencao de
um anticorpo monoclonal capaz de inibir a hemdlise € essencialmente importante.
Afim de averiguar o potencial de neutralizagdo da atividade hemolitica pelo mAb12
realizou-se ensaio hemolitico in vitro. Sangue humano foi coletado em tubos
contendo tampao citrato de sodio (BD Plastipak, Franklin Lakes), centrifugado a
200g por 15 minutos para retirada do soro. As hemacias foram lavadas 3 vezes com
tampao Ringer com lactato (6 mg/mL de cloreto de sddio; 0,3 mg/mL de cloreto de
potassio; 0,2 mg/mL de cloreto de célcio di-hidratado; 3,1 mg/mL de lactato de sédio
e agua para injetaveis g.s.p. 100mL). Em um primeiro momento, veneno L.
intermedia (2,5 pg/mL) e diferentes concentragdes molares de mAb12 (320 e 160
pmol/mL) foram incubados por 1 hora e meio a 37°C, além de um ponto somente
com veneno foi feito como controle de hemdlise. Em seguida, adicionaram-se 10°

eritrocitos humanos aos tubos, que foram incubados por 24 horas a 37°C sob suave



36

agitacdo. As amostras foram centrifugadas a 200g por 5 minutos e mensurada a
absorbancia do sobrenadante recuperado no espectrofotdmetro a 570nm, mesmas
condigbes foram empregadas por Chaves-Moreira, et al., (2009). Realizou-se ensaio
em duplicata com controle negativo (solugdo Ringer) e positivo (eritrocitos em agua
destilada e e 0,1% (v/v) de Triton X-100). Como controle do potencial de
neutralizagdo dos anticorpos, 320 pmol de anticorpo anti-loxoscélico (horse anti-Li)
foram incubados com 2,5 ug/mL de veneno. Porcentagem de hemdlise foi calculada

sendo os valores do controle positivo considerados 100% de lise.

3.6 ISOLAMENTO DO ANTIGENO ALVO

3.6.1 Imunoprecipitagao

Com o intuito de isolar o antigeno alvo da mistura complexa do veneno total
de L. gaucho uma coluna de afinidade foi confeccionada com mAb12 acoplado a
agarose (Sepharose 4B Cyanogen Bromide-Activated, Sigma). Para tal fim, pesou-
se 1 grama de agarose que foi lavado com HCI (1mM, por cinco vezes), sendo
centrifugado entre as lavagens a 4.000g por 5 minutos. Apos duas lavagens com
tampao de ligagdo (NaHCO;, 0,1M) adicionou-se mAb12 (1 grama) a coluna e
incubou-se a composi¢cao por 16 horas a 4°C, sob agitacdo suave. Em seguida, a
agarose foi sedimentada por centrifugacéo, descartado o sobrenadante e adicionado
glicina (20 mL, 0,2M pH 8,0 - por 16 horas a 4°C, sob agitagao suave) para desfazer
ligacdes fracas e inespecificas. Por ultimo, foi centrifugada a amostra para retirar a
glicina e adicionadas solu¢des de alto (tampao de carbonato de sédio 0,1M pH 8,3
com 0,5M de NaCl) e baixo pH (tampao de acetato de sédio 0,1M pH 4,0 com 0,5M
NaCl), alternando 5 vezes de cada, afim desativar grupos de éster de cianeto
reativos (Kavran & Leahy, 2015). O pH da coluna foi neutralizado com duas
lavagens de PBS (pH 7,4) e adicionado 1 grama de veneno L. gaucho que foi
incubado por 16 horas a 4°C, sob agitacdo suave, para purificar o antigeno alvo. A
eluicao foi feita com glicina (0,1M pH 2,8) e os purificados foram analisados em gel
SDS-PAGE (15% de gel de acrilamida, m/v), sendo corados por prata.
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3.6.2 Espectrometria de massa

A proteina purificada foi determinada de acordo com a massa molecular por
eletroforese em SDS-PAGE (15% de gel de acrilamida, m/v), bandas identificadas
por coloracdo de nitrato de prata foram encaminhadas para Plataforma Protedmica,
subunidade de Espectrometria de Massa — PR, Instituto Carlos Chagas — Fiocruz,

para em sequéncia realizar as etapas de processamento e analise da amostra.

Em um primeiro momento foi feito o corte e descoloragédo do gel, para em
sequéncia realizar as etapas de reducao, alquilagao e digestdao enzimatica (tripsina,
Sigma) das proteinas em gel, seguido da extragdo dos peptideos do gel. Metade da
massa dos peptideos eluidos do gel SDS-PAGE foi injetado no cromatégrafo Easy-
nLC 1000 (ThermoFisher Scientific); a separagdo dos peptideos ocorreu com
gradiente linear de 60 minutos de 5-40% de acetonitrilo, 5% de DMSO, 0,1% acido
férmico em uma coluna analitica de 15 centimetros, com didmetro interno de 75 uym
e particulas de C18 de 3 um, aquecida a 60°C. Logo apds os peptideos foram
ionizados por nano eletrospray (voltagem de 2,7 kV) e injetados no espectrémetro de
massas LTQ Orbitrap XL ETD (ThermoFisher Scientific), onde os ions gerados foram
analisados fragmentados (deteccao MS/MS, do inglés Mass Spectometry/Mass

Spectometry) ou mantidos intactos (deteccdo MS).

O método de analise MS/MS consistiu em uma varredura inicial no Orbitrap
em uma resolugdo de 15.000, seguido da selecdo dos 10 ions mais intensos, os
quais foram submetidos a fragmentagao do tipo CID (do inglés Collision Induced-
Dissotiation) e analisados no Obitrap Mass Analyzer. Paralelamente, no método MS
foi realizada uma varredura completa dos ions no Orbitrap com uma resolucado de
60.000. Na selegdo dos ions foi usada uma lista de exclusdo de 90 segundos.
Também se usou a opgao lock mass para obter uma maior precisao — erro abaixo de
0,5 p.p.m. - da massa dos peptideos tripticos (gerados pela digestéao triptica)
detectados pelo MS. Parametros definidos da maquina podem ser observados na

tabela 1.

Os dados obtidos foram processados no software PEAKS, o qual baseou-se

no banco de dados Araneomorphae contendo as sequéncias proteicas de
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Loxosceles e também identificou os espectros sem o uso do banco especifico (de

novo sequencing). Demais parametros de pesquisa estao definidos na tabela 2.

Fonte de ion Método de Método de Método de varredura
fragmentacgao varredura S MS/MS
ESl .CID’ D FT-ICR/Orbitrap Linear lon Trap
(nano-spray) (ionsyeb)

Tabela 1: Parametros do instrumento LTQ Orbitrap XL ETD.
Fonte: Acervo Pessoal.

Tolerancia de erro de massa principal 20.0 ppm

Tolerancia de erro de massa de fragmento 0.5 Da

Tipo de pesquisa de massa precursora Monoisotdpico

Modificagoes fixas Carbamidometilagao: 57.02

Modificagbes variaveis Oxidagao (M): 15.99
Acetilinacdo (terminal N): 42.01

Maximo de modificagées pos-traducionais 5

por peptideo

Banco de dados Araneomorphae

Taxonomia Todos

Tabela 2: Parametros de pesquisa do software PEAKS.
Fonte: Acervo Pessoal.

3.7 OBTENGAO DAS FRACOES VARIAVEIS DO ANTICORPO

3.7.1 Extragcdo de RNA e transcri¢céo reversa

A partir dos hibridomas murinos de mAb12, aproximadamente 5x10°
células.mL™, foi realizada a extracdo de RNA total (RNA) utilizando reagente Trizol
(Ambion Life Technologies). Para isso, duas garrafas (24 cm®) de cultivo celular
contendo o mAb12 foram lavadas com PBS (1X) apds a retirada do meio de cultivo e
adicionou-se Trizol na proporgdo 1 mL para cada 10 cm® de volume da garrafa.
Decorrido 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente (25°C) sob suave
agitagao, cada mL do lisado foi distribuido em tubos de microcentrifuga (Eppendorf
1,5 mL fundo cbnico) com cloroférmio na proporg¢ao 1:1, afim de purificar o material
genético. Para formacgao de emulsao os tubos foram cuidadosamente invertidos, em
seguida, centrifugados a 15.000g por 20 minutos a 4°C. Recuperou-se a fase
aquosa em tubos contendo isopropanol (proporg¢ao 1:1), incubando por 16 horas a -
20°C. Apos centrifugagcao (mesmas condigdes) o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 1 mL de etanol 75% (diluido em agua ultra-pura, tratada com dietil
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pirocarbonato - DEPC). Tubos foram novamente centrifugados (13.000g por 10
minutos a 4°C) e sobrenadante descartado. A cada tubo, adicionaram-se 30 pL de
agua DEPC para ressuspender o pellet. O RNA total foi dosado no
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000) (Fields, et al., 2013) e

armazenado a -20°C até as proximas etapas e -80°C por tempo indefinido.

Com o RNAt extraido foi realizada uma reacdo de transcricdo reversa por
RT-PCR (do inglés Reverse Trancriptase — Polymerase Chain Reaction) para
obtencdo do DNA complementar (DNAc). A reagao foi preparada para um volume
final de 20 uL, sendo dividida em duas partes conforme ilustrado na tabela abaixo,
seguindo indicagdes do fabricante (/nvitrogen/ThermoFisher Sceintific). A amostra foi

armazenada a -20°C para posteriores aplicagdes e a -80°C indefinitivamente (Fields,

REAGAO - parte 1 REAGAO - parte 2
Amostra de RNA ~5 ug Tampao First-strand 1x
Oligo(dT) 2,5uM DTT 5 mM
dNTP mix 50 uM Inibidor de RNAse 40 U
. H ™
Agua DEPC q.5.p. 13 L SuperScErlpt Illl Reverse 200 U
Transcriptase
VOLUME FINAL DA REAGAO 20 pL
=> Incubar por 5 minutos a 65°C =>» Incubar por 60 minutos a 50°C
e 2 minutos a 4°C =>» Inativacao 70°C por 15 minutos

et al., 2013).

Tabela 3: Reagéao de transcrigao reversa.
Descricao dos reagentes e respectivas concentragoes.
Fonte: Acervo Pessoal.

3.7.2 Amplificacdo das cadeias variaveis pesada (VH) e leve (VL)

Amplificacdo do cDNA afim de obter as cadeias variaveis pesada (VH) e leve
(VL) de acordo com protocolo de Fields et al, 2013, demonstrado na tabela abaixo.

Os seguintes pares de primers foram utilizados:

e Para VH
IGH-Forward: GAC AGT GGA TAR ACM GAT GG
IGH-Reverse: GAG GTS MAR CTG CAG SAG TCW GG
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e ParaVL
Vkappa-Forward: GGA TAC AGT TGG TGC AGC ATC
Vkappa-Reverse: GAT ATT GTT CTC ACC CAG TCT

A- Reacgao Controle
) Negativo (uL)
Agua DEPC 50 yL g.s.p. 50 pL g.s.p.
Tampao Rxn (10x) 1Xx 1x
MgCl, 0,75 mM 0,75 mM
dNTP 0,2 mM 0,2 mM
cDNA 2uL -
Primer forward 20 nM 20 nM
Primer reverse 20 nM 20nM
Platinum Taq®© 1,25 U 1,25 U
B- Ciclos Desnaturagao Anelamento Extencao
1 95°C por 5 minutos - -
2-31 95°C por 1 minuto  55°C por 2 minutos 72°C por 3 minutos
32 - - 72°C por 7 minutos

Tabela 4: Reagao de PCR para amplificagido da regidao hipervariavel de cadeia pesada e leve.
Descricao dos reagentes e respectivas concentragdes (A) e pardmetros dos ciclos termais (B).
Fonte: Adaptado de Fields et al, 2013.

O produto de amplificagdo da cadeia VL foi submetida a digestdo enzimatica
com BciVIl afim de detectar presenga de cadeia leve kappa aberrante, cuja
transcrigdo resulta em uma imunoglobulina afuncional (Juste, et al., 2006). O produto
de PCR foi verificado em gel de agarose 2% e; apés purificagao pela coluna Invitek®
(Invisorb Spin DNA Extraction Kit, conforme especificacdes do fabricante); a
sequéncia de cada cadeia foi inserida ao vetor plasmideo PGEM T-easy (Promega)
e células competentes Escherichia coli (E. coli) TG1 foram transformados com este

vetor para amplificagdo das sequéncias de interesse.

A selecao de colbnias positivas foi feita por a-complementacao com IPTG/X-
gal (SigmalThermoFisher Scientific) e a reagdo de PCR de colénia confirmou a
presenca do inserto. O DNA plasmidial das colbnias positivas foi extraido pela
técnica de Miniprep (Fields, et al., 2013).
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3.7.3 Sequenciamento genético

ApOs crescimento bacteriano da colbnia positiva em meio Luria-Bertani (LB;
10 gramas de peptona; 5 gramas de extrato de levedura e 10 gramas de cloreto de
sédio em q.s.p. 1000 mL de agua destilada, pH 7,4) por 16 horas a 37°C sob
agitacdo de 250 rpm, o meio de cultura (a cada 1,5 mL em tubo de microcentrifuga
ausente de material genético) foi centrifugado a 4.000g por 2 minutos a temperatura
ambiente até perfazer 6 mL; descartado o sobrenadante, acrescentaram-se 200 pL
de solugédo 1 (50 mM de glicose, 25 mM de tris-HCI, 10 mM de EDTA, pH 8,0) e apos
homogeneizagdo amostra foi mantida a 4°C por 2 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 400 puL de solugéo 2 (0,2 M de NaOH e 1% de SDS) incubado em
condigbes iguais a anterior; acrescentaram-se 300 pyL de solugdo 3 (7,5 M de
acetato de amoénia) ao tubo e, apdés homogeneizagédo e incubagdo de 5 minutos a
4°C, foi centrifugado a 15.000g por 10 minutos a 4°C. Recuperado o sobrenadante
em novo tubo, adicionou-se cloroférmio na proporcdo de 1:1, invertendo-se até
completa emulsédo e foi centrifugado a 15.000g durante 5 minutos a 4°C. A fase
aquosa foi transferida para novo tubo e repetiu-se etapa com cloroférmio. Com a
ultima fase aquosa recuperada em novo tubo foi acrescido isopropanol na proporgao
1:1, homozeinizado, mantido a -20°C por 15 minutos e centrifugado a 15.000g
durante 15 minutos a 4°C. Descartado o sobrenadante por inversdao do tubo,
adicionou-se 1 mL de etanol 70% a 4°C (preparado na hora com agua DEPC) e
amostra foi centrifugado a 13.000g durante 2 minutos a 4°C. Desprezado o etanol,
novamente a amostra foi centrifugada (condi¢cdes iguais a anterior) e deixada em
estufa a 37°C. Apos completa evaporacao do etanol o pellet foi ressuspendido em 20
pL de agua DEPC (Fields, et al., 2013).

Com o material purificado e dosado no espectrofotémetro (Thermo Scientific
NanoDrop 2000) foi realizada reagdao de sequenciamento e purificagdo da amostra
para analise em sequenciador 3500XL, Applied Biosystems, Genetic Analyzer,
seguindo o modelo de sequenciamento de DNA por SANGER. A reagao de
sequenciamento (tabela 5) utilizou 250 ng de DNA plasmidial, primers Big Dye
terminator (1 L, ThermoFisher Scientific) e primer T; universal (0,5 L,
ThermoFisher Scientific) juntamente com tampao Save Money (3 uL) e agua DEPC

(g.s.p. 10 pL). A purificagao foi feita em tubo livre de material genético e protegido da
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luz com 10 yL de agua DEPC, 2 uL de acetato de aménia (7,5M) e 66 yL do produto
de sequenciamento; incubado a 20°C por 16 horas; centrifugado a 15.000g durante
30 minutos a 4°C; descartado sobrenadante e adicionado 100 yL etanol 70 % a 4°C
(preparado na hora com agua DEPC), centrifugado novamente e deixada em estufa

a 37°C para evaporagao do etanol (Fields, et al., 2013).

A- REACAO DE SEQUENCIAMENTO (pL)

Tampao Save Money 3
Big Dye terminator 1
Primer especifico 0,5
Agua DEPC 10 g.s.p.
B- Ciclos Desnaturagao Anelamento Extengéo
1 95°C por 1 minuto
2-36 95°C por 15 segundos  55°C por 15 segundos 72°C por 4 minutos
37 - - 72°C por 7 minutos

Tabela 5: Reagao de sequenciamento.
Descricao dos reagentes e respectivas concentragdes (A) e parametros dos ciclos termais (B).
Fonte: Acervo Pessoal.

3.8 CONSTRUGAO DO FRAGMENTO DE ANTICORPO RECOMBINANTE
SINTETICO

Single-chain variable fragment

Uma vez obtida a sequéncia do VH e VL, o gene foi sintetizado (Genscript,
Piscataway, NJ, USA) desenhado para conter a sequéncia de VH e VL fusionadas
por um linker peptidico (GlysSer)s; sitios de restricdo Pst1 e Xho1 antes e apdés VH-
VL; sitio de restricdo BamH1 entre linker e VL, e a sequéncia lider PelB (para
expressao periplasmatica do fragmento recombinante em procariotas) (Fields, et al.,
2013; Jiacomini, et al., 2016). Além da inser¢do da sequéncia para uma cauda de
histidina foi realizadas modificagbes na sequéncia N-terminal da regido FR1 da
cadeia leve afim de incluir residuos de aminoacidos interagem com a proteina L
(Muzard, et al., 2009). A expresséao desta sequéncia, inserida no vetor psW1, origina
uma estrutura monomeérica da fragédo variavel do anticorpo mAb12, sendo designado
scFv12P por conter o dominio da cadeia variavel pesada conectado por um ligante

flexivel ao dominio da cadeia variavel leve.

Diabody
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Para expresséo do diabody sintetizou-se o primer Li12DiaForInt que insere
um sitio de restricao BamH1 no meio do linker, reduzindo-o para 5 aminoacidos
(Gly4Ser), quando submetido o gene sintético a uma reagdo de PCR convencional
(tabela 6) com os primers Li12DiaForint e pswH1Rev. Em seguida, digeriu-se o
produto de PCR com as enzimas de restricdo Pst1 (ThermoFisher Scientific) e
BamH1 (Biolabs),conforme parametros da tabela 7, produzindo a sequéncia VH-
linker (Gly4Ser) com extremidades coesivas. O mesmo par de endonucleases foi
aplicado na digestao do psW1+scFv12P resultando na sequéncia do vetor psW1
com apenas o VL (Figura 9). Tanto o produto de PCR quanto as digestées foram
verificadas em gel de agarose, sendo observado no gel do produto da digestdo duas
bandas de tamanhos distintos e a banda de interesse foi determinada pelo padrao

de pares de bases (Fields, et al., 2013).

A- Reacgao
Agua DEPC 50 uL q.s.p.
Tampao (10x) 1x
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,4 mM
cDNA 2uL

Primer forward 500 nM
Primer reverse 500 nM

Taq 1,25 U
B- Ciclos Desnaturagao Anelamento Extengéo
1 95°C por 5 minutos
2-36 95°C por 30 segundos 55°C por 30 segundos 72°C por 90 segundos
37 72°C por 7 minutos

Tabela 6: Reagao de PCR convencional.
Descricao dos reagentes e respectivas concentragdes (A) e pardmetros dos ciclos termais (B).
Fonte: Acervo Pessoal.

Digestao
DNA 2 ug produto de PCR/
10 pg plasmideo
Tampao (10x) 1x
BamH1 5U/10U
PsT1 10U/20U
Agua DEPC 50uL g.s.p.

= Incubagao 60 minutos a 37°C
Tabela 7: Reagao de Digestao.
Descricao dos reagentes e respectivas concentragdes.



44

Fonte: Acervo Pessoal.

As bandas cortadas dos géis de agarose foram purificadas conforme
especificacbes do kit de purificagdo PCR, DNA and gel band purification (GE
Healthcare lllustra GFx). As extremidades coesivas obtidas nas duas digestbes
foram conectadas em uma reacgao de ligagao nucleotidica com a enzima T4 ligase
(Promega), de acordo com parametros demonstrados na tabela 8. Devido ao
tamanho reduzido do linker o fragmento recombinante diabody12P forma uma
estrutura dimérica, ou seja, dois scFv entrelagcados; ato necessario para que ocorra

o dobramento conformacional da molécula VH-VL.

Reagao Controle negativo
Tampao T, 1x 1x
T4 ligase 1,5U 1,5U
Vetor ~ 50 ng; razao 4:1 (inserto/vetor)
Inserto ~ 200 ng -
Agua DEPC 20 pL g.s.p. 20 L g.s.p.

= Incubacgao a 16°C durante 16 horas
= Inativagao a 70°C durante 5 minutos
Tabela 8: Reagéao de Ligacao.

Descri¢cao dos reagentes e respectivas concentragoes.

Fonte: Acervo Pessoal.

VH (G4S)s VL
Pst1 BamH1 Xhot

l

Inserto scFv12P

VH (G.S)
Produto de PCR
Pst1 BamH1
| VH  (GS) | %’0 o‘\% w
() (1) r—y |
O%Psm Bamm%?ﬂ\' Pett BamH1 Xhot
I
I
VH (GsS) VL
L —
Pst1 BamH1 Xhol  His Inserto db12P

tag

Figura 9: llustragdo esquematica da construgao do diabody12P.

O inserto scFv12P presente no plasmideo psW1 foi amplificado com primers especificos afim de
inserir um sitio de restricdo BamH1 no meio do linker (G4S); reduzindo-o para 5 aminoacidos (G,4S)
apos digestdo do produto de PCR pelas enzimas de restricdo Pst1 e Bamh1 (I). Em contrapartida,
sequéncia genética completa do plasmideo psW1 com inserto scFv12P foi digerido pelo mesmo par
de endonucleases afim de retirar sequéncia genética referente ao VH-linker (G4S); (ll). O produto das
duas digestées foi submetido a reacdo de ligacdo pela enzima de ligacdo nucleotidicaT, ligase
resultado na sequéncia genética para expressao proteica do diabody12P.
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Fonte: Acervo Pessoal.

O produto da ligagéo, psW1+diabody12P, foi transformado em E. coli (TG1)
afim de amplificar o material genético. As colbnias positivas foram selecionadas com
ampicilina (100 ug/mL, Vetnil), pois o plamideo psW1 confere a bactéria resisténcia
a este antibidtico e confirmadas por reacdo de PCR de colbénia com os primers
Li12DiaForint e pswH1Rev do plasmideo psW1. O plasmideo foi extraido das
colbnias positivas e sequenciado afim de confirmar a sequéncia nucleotidica e inseri-

lo em sistema bacteriano de expressao proteica.

3.9 EXPRESSAO DO FRAGMENTO DE ANTICORPO RECOMBINANTE

3.9.1 Transformacao de bactérias E. Coli

Utilizaram-se bactérias E. coli da cepa HB2151 para a produg¢ao do fragmento
recombinante - scFv12P ou diabody12P. As bactérias HB2151 tornaram-se
quimiocompetentes na presenca cloreto de calcio (CaCl,) para receber o material
genético (vetor+inserto) por choque térmico. Para isso, pré-indculo (10 mL de meio
Luria-Bertani (LB) e 100 ug/mL de ampicilina/selecionador) de HB2151 cresceu por
16 horas a 37°C e sob agitacdo de 200rpm; 1% do pré-indculo foi utilizado em um
inéculo em meio LB (100 mL) que foi mantido sob agitagdo (250 rpm a 37°C) até
fase exponencial de crescimento Agoonm atingisse 0,400-0,700; indculo foi
centrifugado (5000g por 10 minutos a 4°C) e sobrenadante descartado; células
sedimentadas foram ressuspendidas com CaCl; (0,1M — 20% do volume de meio LB
centrifugado) e mantidas a 4°C por 30 minutos; transcorrido o tempo, fez-se nova
centrifugacédo e células foram ressuspendidas com CaCl, (10% do volume
centrifugado). Na transformacdo genética, adicionou-se o plasmideo de interesse
(~150 ng/uL) em 1 mL de células quimiocompetentes; apds periodo de
homogeneizagédo (30 minutos a 4°C), realizou-se processo de choque térmico (90
segundos a 42°C e 120 segundos a 4°C), periodo de reconstituicdo da membrana
celular (45 minutos a 37°C, sob agitagdo 150 rpm) e plaqueamento em superficie da
amostra (20 mL de meio LB agar - 1,5% m/v - e 100 pg/mL de ampicilina por placa
de Petri; amostra fracionada em 50, 200 e 750 uL). Verificou-se o crescimento de
colbnias bacterianas apds incubacdo em estufa (16 horas a 37°C).
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3.9.2 Expressao e extragdo do fragmento de anticorpo recombinante

Apos conferida a presenca do plasmideo por PCR de colénia em coldnia
positivas, seguiu-se para a expressao do fragmento recombinante em meio de
cultivo celular 2XTY (16 gramas de peptona; 10 gramas de extrato de levedura e 5
gramas de cloreto de sédio em g.s.p. 1000 mL de agua destilada, pH 7,4). Dessa
forma, foi realizado pré-indculo das colbnias positivas de HB215151 (16 horas a
37°C, sob agitacdo de 250rpm); com 1% do pré-inoculo, indculo em meio 2XTY (100
mL) foi mantido sob agitacdo (250 rpm a 37°C) até fase exponencial de crescimento
alcangasse Agoonm entre 0,650 — 0,800. Procedeu-se a indugdo da expressao
proteica por meio da adicao de 0.8 mM tiogalactosideo isopropilico (do inglés
isopropylthiogalactoside - IPTG) ao cultivo bacteriano e incubagao por 16 horas a
16°C, sob agitacdo de 150 rpm (Muzard, et al., 2009; Zahid, et al., 2011).

Para a extragdo perisplasmatica, as células coletadas apds centrifugagao
(5000g, 20 min, 4°C) foram submetidas a um choque osmético pela adicdo de
tampao TES (0,2m tris-HCIl, pH 8.0; 0,5mM EDTA; 0,5M sucralose) em dois
momentos: ressuspendidas as células com tampéo TES (2% do volume de cultura
original) e mantidas por 15 minutos a 4°C, e adicionado tampé&o TES diluido 1:4 com
agua destilada (3% do volume de cultura original) e mantidas por 30 minutos a 4°C.
Passado o tempo de incubagao, a suspensao foi centrifugada (20.000g, 4°C, 30min),
recuperado o sobrenadante e o extrato periplasmatico foi extensivamente dialisado
(16 hora a 4°C) contra solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) a pH 7,4
(Muzard, et al., 2009; Zahid, et al., 2011).

3.9.3 Purificacdo do fragmento de anticorpo recombinante

Os fragmentos recombinantes scFv21P e diabody12P foram purificados por
cromatografia de afinidade com 1,5 mL de proteina L agarose (Pierce” Protein L
agarose, ThermoFisher Scientific) e/ou de niquel agarose (Ni Sepharose 6 Fast
Flow - GE Healthcare). Apos centifugagéo a 20.000g por 10 minutos a 4°C, o extrato
periplasmatico (40 mL) foi adicinado a coluna de purificagéo, previamente preparada
(agarose lavada com agua miliQ e PBS), e incubado sob suave agitacdo por 16
horas & 4°C. A coluna passou por lavagem com 20 mL de tamp3o apropriado - PBS

(pH 7,4) quando proteina L agarose e tampao fosfato (300 mM de NaCl, 50 mM de
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Na;HPO4 e 50 mM de NaH,PO,4 pH 7,4) quando niquel agarose. Em seguida, as
proteinas recombinantes foram eluidas em fracdes de 0,2 ml com o eluente
especifico: glicina (0,1 M, pH 2,2) para proteina L agarose e imidazol (150mM) para
niquel agarose (Muzard, et al., 2009; Zahid, et al., 2011).

Afim de aumentar o rendimento proteico do fragmento recombinante
diabody12P, amostras de extrato periplasmaticos foram submetidas a purificagdo em
sistema de cromatografia (AKTA chromatography, GE Healthcare) realizados na
Plataforma de Purificacdo de Expressdo de Proteinas-PR, Intituto Carlos Chagas -
Fio Cruz. No cromatografo inseriu-se a coluna de afinidade de purificagdo de
proteinas marcadas com histidina (HisTrap™ HP, 1 mL, GE Healthcare) e programa
de elui¢do foi definido da seguinte forma: por 20 volumes de coluna (CV) 0-4% de
solugéo B (500mM de imidazol em tampé&o fosfato), 4-10% por 10 CV e 10-100% por
5CV.

As fragbes que continham as proteinas recombinantes foram seleccionadas
com reagente Bradfrod e dialisadas contra PBS (pH 7,4) (Muzard, et al., 2009;
Zahid, et al., 2011). Amostras dialisadas foram analisadas por eletroforese em gel
SDS-PAGE (15% de acrilamida, m/v) e evidenciadas com coloragdo Coomassie
(ThermoFisher Scientific); e testadas por Western blotting aplicando-se 30uL da
preparacao (3:4 de amostra e 1:4 de tampao de amostra 4X concentrado) em gel de
SDS-PAGE (15% de acrilamida, m/v); transferrindo para membrana de nitrocelulose;
adicionando marcador de cauda de histidina (1:1.000) ou proteina L (1:4.000) e

corando os imunocomplexos com o substrato dab-cloronaftol.
3.10 MAPEAMENTO DE EPITOPOS
3.10.1 Sintese dos peptideos em membrana de celulose

A técnica de sintese multipla de peptideos paralelos sobre membrana de
celulose (Frank, 2002) — Spot synthesis — foi empregada para analise do sitio de
interacdo antigeno-anticorpo e assim estabelecer seus epitopos lineares. Com base
na sequéncia da proteina identificada — LiTx1 (Tabela 9) —, peptideos de 15
aminoacidos sobrepostos de trés em trés foram sintetizados pelo Dr. Ricardo Andrez

na Universidade Federal do Parana — Brasil. Nosso grupo ja possuia uma membrana
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de celulose contendo peptideos que cobrem sequéncias de aminoacidos de
fosfolipases do veneno de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (Tabela 9), que foi

previamente sintetizada através da mesma técnica.

As membranas de celulose contendo os peptideos foram preparadas de
acordo Laune, et.al., 2002. Essa técnica permite a sintese rapida e eficiente de um
grande numero de peptideos, em delimitagdes pontuais por volume de deposigao de
cada residuo. Os aminoacidos protegidos por um grupamento FMOC foram
depositados em um volume de aproximadamente 0,6 pL no sintetizador automatico
(ResPep/Multipep Automatic synthesizer — Intavis), permitindo obter

aproximadamente 40 nanomoles de peptideo por ponto na membrana.

A sintese dos peptideos iniciou-se sempre pelo aminoacido C-terminal das
sequéncias estabelecidas para cada ponto. Para isso, é retirado o grupo FMOC
acoplado a fungcdo amina do aminoacido pela adigdo de uma solugdo de 4-metil-
piperidina 25% em dimetilformamida (DMF). Feito isso, o aminoacido torna-se

disponivel para reacdo com o proximo aminoacido a ser acoplado.

Os aminoacidos a serem acoplados foram ativados por uma mistura 1:1 de
DIPC (diisopropilcarbodiimida) e Oxima Pura e depositados sobre a membrana. Para
cada aminoacido foram realizados dois ciclos de acoplamento. As funcgdes
amina que permaneceram livres apds o acoplamento foram acetiladas com anidrido
acético 10% em DMF, a fim de se evitar reagdes colaterais com os aminoacidos

posteriormente adicionados.

A membrana foi lavada com etanol e DMF durante cada etapa de
acoplamento e desproteg¢ao. O grupo protetor FMOC do aminoacido recém-acoplado
foi novamente eliminado em meio basico pela solucdo de 4 metil-piperidina a
25%. Os ciclos se sucederam desta forma até completar a sequéncia do peptideo

desejado.

Ao final da sintese, os grupos laterais protetores dos aminoacidos foram
retirados pelo tratamento da membrana com uma solugdo contendo 92,5 % de
acido trifluoracético (TFA) associado a 2,5% de 1,2-etanoditiol, 2,5 % de ftrietilsilano
e 2,5 % de agua mili-Q.


http://et.al/

Espécie/ Proteinal
Referéncia/
N°. Localizador

L. intermedial
LiTx1/
MATSUBARA et al.,
2017/

N°. Q6B4T3.1

L. intermedial
LiD1/

KALAPOTHAKIS et al.,

2002/
N°. 33348850

L. laeta/
SMase | - codigo
PDB:1xx1/

FERNANDES-PEDROSA

et al., 2002/
N°. 60594087

L. gauchol
A1H — LoxGa/

SILVESTRE et al., 2005 /

N°. 74954961
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Sequéncia primaria

KCHGDGSKGCATKPDDWCCKNTPCKCPAW
SSTSECRCAMDCSRRCK

AGNRRPIWIMGHMVNAIGQIDEFVNLGANSI
ETDVSFDDNANPEYTYHGIPSDSGRNSKKY
ENFNDFLKGLRSATTPGNSKYQEKLVLVVFD
LKTGSLYDNQANDAGKKLAKNLLQHYWNNG
NNGGRAYIVLSIPDLNHYPLIKGFKDQLTKD
GHPELMDKVGHDFSGNDDIGDVGKAYKKAG
ITGHIWQSDGITNSLPRGLSRVNAAVANRDS
ANGFINKVYYWTVDKRSTTRDALDAGVDGIM
TNYPDVITDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPWYV
TFKK
ADNRRPIWNLAHMVNAVAQIPDFLDLGANAL
EADVTFKGSVPTYTYHGTPSDFGRDSIRWE
YFNVFLKTLREYTTPGNAKYRDGFILFVLDL
KTGSLSNDQVRPAGENVAKELLQNYWNNGN
NGGRAYVVLSLPDIGHYEFVRGFKEVLKKEG
HEDLLEKVGYDFSGPYLPSLPTLDATHEAYK
KAGVDGHIWLSDGLTNFSPLGDMARLKEAIK
SRDSANGFINKIYYWSVDKVSTTKAALDVGV
DGIMTNYPNVLIGVLKESGYNDKYRLATYDD
NPWETFKN
AGNRRPIWIMGHMVNAIGQIDEFVNLGANSI
ETDVSFDDNANPEYTYHGIPSDSGRNSKKY
ENFNDFLKGLRSATTPGNSKYQEKLVLVVFD
LKTGSLYDNQANDAGKKWAKNLLQHYWNNG
NNGGRAYIVLSIPDLNHYPLIKGFKDQLTKD
GHPELMDKVGHDFSGNDDISDVGKAYKKAG
ITGHIWQSDGITNSLPRGLSRVNAAVANRDS
ANGFINKVYYWTVDKRSTTRDALDAGVDGIM
TNYPDVITDVLNEAAYKKKFRVATYDDNPWYV
TENK

Tabela 9: Sequéncia de aminoacidos das proteinas sintetizadas em membrana de celulose.

3.10.2 Teste de reatividade frente aos peptideos ligados a membrana de celulose

A reatividade do mAb12 frente aos peptideos sintéticos lineares foi testada
por imunoensaio. Apds bloqueio da membrana com 3 % de albumina (do inglés
bovine serum albumin — BSA) e 0,1% de Tween contido em tampé&o TBS (KCI 0,002
M, Tris 0,05 M em salina, pH 7.4) durante 16 horas a 4°C, a membrana foi incubada
com mADb12 (1; 5; 10 e 100 pg/mL) em TBS contendo 1% de BSA e 0,01% de Tween

por 90 minutos a 37°C. Em seguida, incubou-se com anticorpo anti mouse
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conjugado a peroxidase (1:8.000) durante 60 minutos a 37°C. Controle positivo foi
realizado com soro de cavalo anti-loxoscélico 1:3.000 e marcado com anti-horse
conjugado a peroxidase 1:30.000, ambos incubados durante 60 minutos a 37°C.
Controles negativos foram feitos incubando apenas anticorpo conjugado (60 minutos
a 37°C). A formacdo de imunocomplexos foi detectada por quimioluminescéncia,
utilizando o filme Amersham Hyperfim (GE Healthcare). Entre cada etapa a
membrana foi lavada trés vezes com TBS. Na regeneragdo a membrana € lavada
trés vezes, durante 10 minutos, com uma solugao A (uréia 8 M, SDS 1%, m/v) e b-
mercaptoetanol 0,1% ,v/v) seguido da lavagem com solugdo B (etanol/agua/acido
acético 5:4:1) pelo mesmo tempo e repetigdes, finalizando com lavagem em

metanol.
4 RESULTADOS
41 CARACTERIZAQAO IMUNOQUIMICA DO ANTICORPO MONOCLONAL

O anticorpo monoclonal, previamente produzido pelo nosso grupo, reconhece
0s venenos das trés espécies mais frequentes em acidentes Loxoscélicos no Brasil:

Loxoceles gaucho, Loxoceles intermedia e Loxoceles laeta.

A caracterizagdo imunoquimica do anticorpo monoclonal — mAb12 — foi feita
através das técnicas de imunodetecgdo ELISA indireto e Western blotting. Em um
primeiro momento foi testado a reatividade do sobrenadante celular recuperado do
cultivo celular do hibridoma de mAb12 (Figura 10A), confirmando a reatividade alta
frente aos venenos. Observou-se que o0 mADb12 reconhece os trés venenos de
maneira dose dependente apresentando maior reatividade para o veneno de L.

gaucho, seguida por L. intermedia e por ultimo para L. laeta. (Figura 10B).
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Figura 10: Reatividade do mAb12 frente aos venenos loxoscélicos.

Placas de ELISA foram adsorvidas com 5 e 2,5ug/mL (figura A e B respectivamente) de veneno L.
gaucho, L. intermedia ou L. laeta. Reatividade do mAb12 foi avaliada com diferentes concentragbes
do anticorpo pré (A) e p6s (B) purificagdo do sobrenadante celular. Formagao de imunocomplexo foi
detectada pela adigao de peroxidase conjugada ao anti-mouse e substrato OPD. Valores observados
sdo a média das duplicatas apos descontado o controle negativo (veneno e anti-mouse-HRP).

Fonte: Acervo Pessoal.

A fim de verificar qual fragdo de proteinas do veneno total de Loxoceles sp. é
o alvo antigénico do mAb12, utilizou-se a técnica de Western blotting, no qual as
proteinas dos venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta foram separadas por
eletroforese, transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com mAb12
(FIGURA 11). O anticorpo monoclonal reconhece proteinas de baixa massa, na faixa
de 5-10 kDa, podendo se tratar das notinas, inibidoras de né de cisteina (ICK) ou
inseticidas (de Castro, et al., 2004; Matsubara, et al., 2017).
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Figura 11: Perfil eletroforético da reatividade do mAb12P frente aos venenos loxoscélicos.
Veneno total (5ug/canaleta) de L. intermedia (canaleta 1), L.gaucho (canaleta 2) e L./aeta (canaleta 3)
foi resolvido em gel SDS-PAGE (12,5% de acrilamida, m/v), transferido para membrana de
nitrocelulose 0,45 uym e incubados com 20 pg/mL de mAb12. Membrana pés transferéncia foi corada
com corante Ponceau para evidenciar a presenga das bandas proteicas do veneno total (Al).
Imunocomplexo marcado com peroxidase conjugada com anticorpo foi corado com reagentes
cromogénios, dab-cloronaftol (10 minutos de exposigéo) (All).

Fonte: Acervo Pessoal.

Atualmente a ferramenta utilizada para a neutralizagdo dos componentes
nocivos dos venenos loxoscéliscos sdo anticorpos policlonais de origem equina
(Laustsen, et al., 2016). Em torno de um quinto desses anticorpos sao direcionados
para 0 veneno dos quais uma pequena parcela apresentara propriedades
neutralizantes de afinidades diversas (Alvarenga, et al., 2014). A produgdo de um
anticorpo monoclonal que possa ser selecionado quanto a especificidade e afinidade
conduziu grupos de pesquisas a gerarem e caracterizarem anticorpos monoclonais
de origem murino contra as proteinas loxoscélicas: LimAb7 (Alvarenga, et al., 2003)
e LiD1mADb16 (Dias-Lopez, et al., 2014). Ambos monoclonais neutralizam a atividade
dermonecroética; apesar do LimAb7 ter sido produzido apenas contra o veneno de L.
intermedia (Alvarenga, et al., 2003); enquanto o antigeno do LiD1mAb16 foram as

esfingomielinases-D de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Dias-Lopez, et al., 2014).
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No entanto, o mAb12 é o primeiro anticorpo monoclonal produzido a partir do
veneno de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta que reconhece proteinas de baixa
massa e apresenta potencial tanto no rastreamento do alvo quanto no estudo

desses componentes, que até o momento ndo foram amplamente investigados.

4.2 NEUTRALIZAGCAO DE ATIVIDADE HEMOLIITICA DE VENENO
L. INTERMEDIA PELO MAB12

O veneno de L. intermedia, assim como outros do género Loxosceles,
desencadeiam a hemdlise na auséncia de complemento (Chaves-Moreira, et al.,
2009). E por ser uma das complicagbes mais severas do envenenamento,
antivenenos sao desenvolvidos a fim de neutralizar esta atividade hemolitica. O
mAb12 apresentou potencial de neutralizacdo dos efeitos hemoliticos do veneno da
aranha L. intermedia (Figura 12), que é a espécie mais frequente nos acidentes
loxoscélicos no Brasil. Este comportamento pode ser decorréncia do
reconhecimento cruzado das fosfolipases pelo mAb12 ou um possivel efeito
sinérgico existente entre o alvo do mAb12 e demais toxinas dermonecroticas.
Bustillo, et al., (2012) observaram sinergismo entre duas proteinas do veneno da
serpente Bothrops alternatus, no qual a proteina altamente expressa (fosfolipases A,
- PLA,) ndo apresentava citotoxicidade sozinha mas intensificava o efeito nocivo da
proteina téxica. Por consequéncia, ao inibir a agcdo da proteina PLA, com anticorpo
especifico, 50 pg/mL de veneno foi incapaz de causar os efeitos citotdxicos

caracteristicos (Bustillo, et al., 2012).
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Figura 12: Porcentagem de inibicao da hemoélise de veneno L. intermedia pelo mAb12.
Eritrécitos humanos (108 células) foram incubados com veneno de L. intermedia, previamente
incubado sozinho e com diferentes concentragdes molares de mAb12 (160 e 320 pmol.mL'1) por 1
hora e meia a 37°C. Em seguida, adicionou-se as hemacias e incubou-se por 24 horas a 37°C sob
suave agitagdo. Para o controle negativo usou tampao TBS e como controle de neutralizagdo por
anticorpo foi utilizado anticorpo policlonal de cavalo (anti- Li horse, 320 pmol.mL™). Ensaio foi
realizado em duplicata e porcentagem de hemdlise calculado com base nos valores de absorbancia
lida a 570nm, sendo controle positivo  (Triton-X 100) determinado como 100% de lise.

Fonte: Acervo pessoal.

O emprego de anticorpo monoclonal murino e seus fragmentos
recombinantes foi apontado por autores com uma alternativa viavel para os soros
anti-loxoscélicos (Alvarenga, et al., 2014; Laustsen, et al., 2016). O mAb12 foi capaz
de neutralizar a hemolise a 320 pmol de forma similar ao anti-Li horse (Figura 10).
Por isso, poderia ser empregado juntamente com outros anticorpos monoclonais
como alternativa mais especifica ao tratamento do loxoscelismo. Na literatura ha
descrito alguns anticorpos monoclonais e fragmentos de anticorpo recombinante
com potencial de neutralizagdo (Alvarenga, et al., 2003; Dias-Lopez, et al., 2014;
Karim-Silva, et al., 2016). No entanto, ndo ha nenhum capaz de também reconhecer
toxinas de baixa massa, Isso aumenta o interesse do uso do mAb12 na investigacao

e no entendimento do papel desses componentes no contexto do envenenamento.

4.3 ISOLAMENTO DO ANTIGENO ALVO

Realizou-se técnicas de imunoprecipitacdo e espectrometria de massa para

isolamento e identificacdo do antigeno alvo. Em um primeiro momento foi purificado
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veneno L. gaucho em coluna de Sepharose 4B previamente conjugada ao mAb12
para obtengdo do antigeno especifico do anticorpo. Amostras foram resolvidas por
eletroforese a fim de analisar e caracterizar a proteina purificada quanto a sua

massa molecular (Figura 13).
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Figura 13: Perfil eletroforético da proteina purificada em coluna de mAb12.

Eletroforese em gel SDS-PAGE (15%, m/v) de 0,6 ug/mL do veneno total (1), 0,3 pg/mL de proteina
ligante (2) e proteina nédo-ligante (3) foi analisado apds a coloragdo com nitrato de prata. MW:
marcador de massa molecular.

Fonte: Acervo Pessoal.

As amostras purificadas da coluna de mAb12 foram extraidas do gel na faixa
de 10 kDa e submetidas a técnica de espectrometria massa com o intuito de

identificar a proteina ligadora do anticorpo monoclonal.

Para a interpretacdo dos dados gerados pelo algoritmo do software Peaks

consideraram-se os seguintes critérios:
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e presenca de até 2 peptideos unicos (numero de sequéncias peptidicas que
sdo0 Unicas para um grupo proteico);

e intensidade do pico maior ou igual a 1x10® (peptideos mais intensos da
amostra);

e valor de cobertura (percentagem da sequéncia proteica revestida pelos
peptideos identificados);

e massa molecular em torno de 10kDa (de acordo com banda observada no gel

SD-PAGE);

e descrigao da proteina identificada no banco de dados (probabilidade

de ser encontrada na amostra analisada).

Com base nestes critérios (Tabela 10) foi identificada a proteina LiTx1, uma
notina do veneno de L. intermedia, que possui carbamidometilacdo e carboximetilo
como modificagdes pos-traducionais. Os peptideos identificados que contém no
maximo dois peptideos uUnicos estdo ilustrados na Tabela 11 assim como a

sequéncia proteica da notina com as sequéncias peptidicas (em destaque)

Descrigcao Acesso MM(Da) Peptideo Cobertura Area
média unico (%)

LiTx1 [Loxosceles AAT85610.1 11.214 2 23 1.66E7

intermedia) ou sp|Q6B4T5.1|TX1_LOXIN 2.17E6

U1-sicaritoxin-Li1a AY681975.1 7.11E6

encontradas na analise.

Tabela 10: Resumo dos critérios utilizados para sele¢cao da proteina identificada por
espectrometria de massa.
Fonte: Acervo Pessoal.

Peptideos identificados Cobertura (%)
K.GCATKPDDWCCK.N K.CPAWSSTSECR.C 23
R.VLITTDILAR.G 21
R.YRPGTVALR.E R.YRPGTVALR.D 13
R.AGLQFPVGR.I AGLQFPVGRL.I 9
R.STDYGIFQINSR.Y 8

Sequéncia proteica
MRFLVGAVLVVVLVACATAFESDAETFKSLVVEERKCHGDGSKGCATKPDDWCCKNTPCKCPAW
SSTSECRCAMDCSRRCKGKRALLLPVETHRLLFPEQW
Tabela 11: Sequéncia dos peptideos identificados e proteina selecionada a partir dos
peptideos.

Fonte: Acervo Pessoal.

Apesar do veneno purificado ser da espécie L. gaucho, a analise da

espectrometria de massa identificou a proteina do veneno L. intermedia, decorrente



S7

dos dados presentes no banco de pesquisa utilizado. Com base no trabalho de
Matsubara, et al., (2017) constatou-se a existéncia da mesma proteina (100% de
identidade) no veneno das duas espécies (Tabela 12). Além disso, também é
possivel sugerir a sequéncia aminoacidica da notina de L. laeta reconhecida pelo
mADb12. A similaridade estrutural entre estas proteinas nos venenos do género
Loxosceles poderia justificar a capacidade do monoclonal em reconhecer trés

especies distintas.

De Castroetal,,

LiTx1 L. intermedia KCHGDGSKGCATKPDDWCCKNTPCKCPAWSSTSECRCAMDCSRRCK 2008
De Castroetal,,

LITx1c L. laeta KCHGDGSKGCATKPDDWCCKNTPCKCPAWSSTSECRCAMDCSRRCK 100 2004

LgTx1a L. gaucho ACHGDGSKGCATQPDDWCCKKTPCKCPAWSSTSECRCAQDCSRSCR g3 ;";ﬁ”bara stal,

Legenda: cor preta=residuos conservados; cor azul=motivo também presente fosfolipases; C =residuo de cisteina conservado

Tabela 12: Sequéncia de aminoacidos da LiTx1 e sequéncia ortélogas de L. laeta e L. gaucho
com maior porcentagem de identidade.
Fonte: Adaptado de Matsubara et al., 2017.

4.4 SEQUENCIA DA CADEIA VARIAVEL PESADA E LEVE

Para conhecer a regido do anticorpo responsavel pela interagdo com o alvo é
necessario o sequenciamento das regides variaveis de cadeia leve e pesada. Para
isso foi realizada a extracdo de RNA total do hibridoma secretor de mAb12. O
produto de RT-PCR foi empregado em PCR, na qual foram utilizados primers
especificos. A amplificacdo especifica foi confirmada pela visualizacdo de uma
banda de aproximadamente 350 pb que corresponde a cadeia VL e uma de 400 pb a
VH em gel de agarose (Figura 14A). Apds a amplificacdo do material genético de VH
e VL em bactérias E. Coli (cepa TG1), realizou-se o sequenciamento das cadeias
variaveis. Os dados obtidos no sequenciamento foram analisados na ferramenta
interativa IMGT (do inglés ImMunoGeneTics) para analise quanto a homologia com
outros anticorpos murinos e modelagem da estrutura secundaria das cadeias
variaveis (colar de pérolas) (Figura 14B). Com base nestas informagdes foi
constatado que a sequéncia da cadeia variavel pesada apresenta 97,57% de
similaridade com a sequéncia murina Musmus IGHV14-4*02 _F, enquanto a
sequéncia da cadeia variavel leve possui 97,62% de similaridade com a sequéncia

murina Musmus_IGKV1-117*01_F. A estrutura secundaria permitiu confirmar a
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presenca de residuos conservados das cadeias variaveis: cisteina na posicao 23°,
triptofano na 41°, aminoacido hidrofébico na 89°, cisteina 104° e fenilalanina ou
triptofano na 118° (Fields, et al., 2013).

A

Figura 14: Fragao variavel do anticorpo monoclonal — mAb12.

Eletroforese em gel de agarose (1%, m/v) dos cDNAs codificantes da cadeia variavel leve (VL) e
cadeia variavel pesada (VH) do anticorpo com aproximadamente 350 pb e 400 pb, respectivamente
(A). Representacao da sequéncia de aminoacidos da cadeia variavel pesada e leve do anticorpo em
formato de colar de pérolas, no qual é possivel visualizar a disposigdo dos aminoacidos na estrutura e
caracterizar regido CDR, pontes dissulfeto, folhas 8 antiparalelas (B).

Fonte: Acervo Pessoal.

4.5 DESIGN DO GENE SINTETICO

O fragmento Fv foi projetado de forma que a proteina recombinante
apresentasse duas formas moleculares contendo os dominios variaveis de cadeia
lave e pesada. O primeiro, denominado scFv12P, possui conector de 15
aminoacidos (GlysSer)s. E o0 segundo, diabody12P, é constituido de dois scFvs com

conector de 5 aminoacidos (Gly,Ser).
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Em um primeiro momento optou-se por expressar e caracterizar o fragmento
recombinante scFv12P, visando a sua aplicagdo como agente neutralizador dos
efeitos hemoliticos do veneno no sangue periférico. Esta propriedade foi observada
com a molécula inteira de mAb12. No entanto, o scFv12P foi incapaz de evitar a
hemolise. Dessa forma, seguiu-se para construgdo do fragmento recombinante
diabody12P, pois em trabalhos anteriores do grupo foi obtido maior sucesso com o

fragmento de anticorpo recombinante neste formato (Karim-Silva, et al., 2016).

Para o segundo formato, o gene sintético foi remodelado em um fragmento Fv
com conector de 5 aminoacidos. A confirmacgao da construgao correta do fragmento
recombinante diabody12P foi feita através de gel de agarose (Figura 15A e 15B) e
do sequenciamento do material genético obtido das colénias de E. coli positivas para
o psW1+diabody12P (Figura 15C). A modificagdo do tamanho do conector, através
de ferramentas basicas da engenharia genética, permite a expressao de fragmentos
recombinantes formados de duas (diabody), trés (friabody) e até quatro (fretabody)
fragbes Fv. Esses oligdbmeros possuem a vantagem de apresentar maior avidez pelo

antigeno conforme maior o0 niumero de scFvs na molécula (Fields, et al., 2013).
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500bp

C Sequéncia Diabody12P

>TGGGCCAGGTCATAATGAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCC
CAACCAGCGATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGCAATCGGGTGCTGAACTGGTGCGTAGCGGCG
CGTCCGTTAAATGTCCTGCACCGCAAGCGG*****CATCAAGCATTACTTCATGCACTGGGTCAA
GCAGCGTCCGGAACAGGTCTGGAATGGATTGGCTGGATCGATCCGGAAAACGGTGACACGG
AATATGCGCCG*****CAGGGCAAGGCGACCAT******GCCGATACCAGCTCTAATACGGCCTACC
TGCAACTGAGTTCCCTGACCAGTGAAGACACGGCAGCTTATTACTGCACCGCTGGC*****ATG
ATCGT*****ATTACGCAATGGACTACTGGGGCCAGGGTACCAGCGTGACGGTTTCATCGGGCG
GTGGCGGATCCGATGTGCTGATGACCCAGTCTCCGTCGTCTCTGTCTGCCAGTGTTGGCGAC
CG****ACTATTACCTGTCGCAGCTCTCAATCCATCGTGCATTCAAACGGTAATACCTATCTGGA
ATGGTATCTGC*****CTGCTGATTTATAAGGTCTCGAACCGTTTTAGCGGTGTGCCGGATCGCTT
CTCAGGCTCGGGTAGCGGCACCGACTTTACGCTGACAATCAATCGCGTTGAAGCCGAAGATC
TGGGCGTCTATTACTG*****AGGGTAGTCATGTCCCGCGCACGTTCGGTGGTGGCA*****TCACC
ATCATTAA GGTCACCGTCTCCTCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATT
AATAAAGGGCTAAGCTCGAATTCACTGGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGAGAAAACCCT
GGCGTTACCAAACTTAATCGCCTTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGGCTGGCGTATAGCGAA
GAAGCCGGCACCGATCGCCTTCCCACAGGTGGCGCGAGCTGGATTGCGAATGGGCGCTGAAT
GCCGAATCTCTGCTACGCAATCTTGTGTGCGCAGTA

Legenda: *=Bases omitidas por se tratar de molécula com deposito de patente em processo;
Pst1=CTGCAG; BamH1=GGATCC; (Gly,Ser)=CCAGCGTGACGGTTTCATCGGGCGGTGGC

Figura 15: Fragmento recombinante diabody12P.

Eletroforese em gel de agarose (1,5%, m/v) dos clones da sequéncia VH+conector(Gly,Ser) (A).
Eletroforese em gel de agarose (1,5%, m/v) dos clones das colbnias positivas para o plasmideo
psW1+diabody12P (B). Resultado da sequéncia genética do fragmento diabody12P, destacando as
enzimas de restricdo, VH, VL e conector (Gly,Ser) (C).

Fonte: Acervo Pessoal.

4.6 PRODUCAO E PURIFICAGAO DO FRAGMENTO DE ANTICORPO
RECOMBINANTE

Ambos fragmentos da Fv foram expressos em cepa HB215 de E. coli em
meio 2XTY (Fields, et al., 2013). A purificagao foi feita por diferentes estratégias de
cromatografia de afinidade a fim de avaliar qual produziria o maior rendimento. Apos
obter o extrato perisplasmatico por choque osmotico realizou-se a purificagdo do
fragmento recombinante diabody12P por coluna IMAC (Immobilized Metal ion Affinity

Chromatography) com niquel agarose ou coluna de proteina L agarose. Quando
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realizado na bancada (manual) o rendimento da coluna IMAC foi de ~20 pg/L;
enquanto no sistema de cromatografia AKTA start rendeu ~100 ug/L; ja4 quando
purificado com proteina L agarose obteve-se ~ 80 ug/L. No caso do fragmento
recombinante scFv12P a purificagcdo foi apenar por niquel agarose (manual) e
resultou em rendimento de 5 mg/L. O aspecto das amostras purificadas foi
visualizado por eletroforese e a confirmagdo da produgdo das moléculas

recombinantes funcionais por ensaio de Western blotting (Figura 16).
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Figura 16: Analise da expressao e purificagdao dos fragmentos recombinantes scFv12P (A) e
diabody12P (B).

Eletroforese em gel SDS-PAGE (12%, m/v) do extrato periplasmatico (1), proteina ndo-ligante (2) e
fragmento recombinante purificado (3) foi analisado apds a coloragdo de Coomassie blue (A.l e B.I).
Formagdo do imunocomplexos em membrana de nitrocelulose foi revelado com peroxidase
conjugada a histidina (scFv12P) ou proteina L (diabody12P) e reagentes DAB-cloronaftol (A.ll e B.II)
ou luminol (exposi¢do 5 min, B.1ll). MW: marcador de massa molecular.

Fonte: Acervo Pessoal.

Os principais critérios para a escolha do modo de captura da proteina
recombinante sdo o alto rendimento e pureza da purificagdo. Pensando nisso, neste

trabalho foram testados dois marcadores do fragmento recombinante: cauda de
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poli-histidina e sitio de interagcdo com proteina L. Ambos marcadores purificam a
proteina por cromatografia de afinidade, diferenciando-se pela forma de ligagdo com

o fragmento recombinante.

Extensamente utilizada na purificacdo de fragmentos recombinantes, a
cauda de histidina geralmente ndo afeta a estrutura ou fungédo da proteina a qual
esta ligada devido a seu pequeno tamanho e auséncia de carga em pH fisiolégico
(Spriestersbach, et al., 2014). No entanto, por tratar-se de uma sequéncia
aminoacidica a mais na molécula tais empecilhos sdo propicios de acontecer. A
detecgédo por proteina L eliminam as desvantagens atribuidas a caudas ligantes por
interagir com a regido FR1 da cadeia VL do tipo kappa sem interferir com a interagao

antigeno—anticorpo (Rodrigo, et al., 2015).

Considerando esses pontos, € possivel observar que ao utilizar proteina L foi
obtida uma maior quantidade do fragmento recombinante quando comparado com a
purificagcdo por cauda de histidina. Das, et al., (2005) ao avaliar os mesmo dois
meios de purificagcdo obtiveram similar resultado. Dessa forma, o emprego da
proteina L constitui um simples e eficiente método de deteccdo e purificacdo de
fragmentes recombinantes, como postulado por Muzard, et al., (2009). A purificagdo
automatizada oferece uma atmosfera de execugcédo do experimento controlada por
parametros mensuraveis e plausiveis de analise e reajustes (Madadlou, et al., 2017),
0 que consequentemente resulta em um maior rendimento quando comparado a

purificagcdo manual, isto foi constatado na purificacdo do diabody12P.

4.7 CARACTERIZAGCAO IMUNOQUIMICA DO FRAGMENTO DE ANTICORPO
RECOMBINANTE

Para caracterizagao imunoquimica dos fragmentos recombinantes scFv12P e
diabody12P empregou-se as técnicas de imunodetecgdo ELISA indireto e Western
blotting. Na confirmacao da reatividade dos fragmentos recombinantes scFv12P e
diabody12P frente aos venenos das trés espécies de Loxoceles sp. utilizou-se um
teste de ELISA indireto. Ambos fragmentos recombinantes apresentaram reatividade
dose dependente frente aos trés venenos e na mesma ordem de intensidade de
reconhecimento que o mAb12 (L. gaucho, L. intermedia e L. laeta) (Figura 17). No

entanto, quando comparado os dois fragmentos recombinantes em cada forma de
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detecgdo, os resultados foram contraditorios. O scFv12P apresentou reatividade
similar ao diabody12P quando revelados com proteina L (Figura 17A). Ja quando os
fragmentos recombinantes foram detectados pela cauda de histidina o diabody12P
obteve maior intensidade reativa que o scFv12P (Figura 17B), condizendo
proporcionalmente com a quantidade de marcador por molécula: diabody é um
dimero de scFv, ou seja, possui duas caudas de histidina, enquanto o scFv tem

apenas uma (Filpula, 2007; Young, et al., 2017).
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Figura 17: Comparagéao da reatividade entre os fragmentos recombinantes frente cada veneno
de Loxoceles sp.

Placas de ELISA foram adsorvidas com 2,5 yg/mL veneno L. gaucho (1), L. intermedia (Il) ou L. laeta
() e incubados com diferentes concentracbes de fragmentos de anticorpo recombinante.
Imunocomplexos foram detectados com peroxidase conjugado a proteina L (A) ou anti-anti-histidina
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(B) e substrato OPD. A reatividade de scFv12P e diabody12P foi comparada pelo numero de
moléculas (pmol) frente aos venenos. Valores observados s&do a média das duplicatas apos
descontado o controle negativo (veneno, proteina L-HRP, anti-histidina, anti-mouse-HRP).

Fonte: Acervo Pessoal.

Ao analisar os dois métodos de deteccdo dos fragmentos recombinantes
percebe-se uma grande diferenga nos valores de reatividade entre quantidades
similares de fragmento recombinante (Figura 17). Tais diferengas sdo decorréncia
das caracteristicas de cada marcador utilizado. A proteina L interage com apenas
um sitio na molécula de scFv (Rodrigo, et al., 2015). Para outro lado, a cauda de
histidina € detectada por anticorpo anti-histidina que €& capaz de se ligar a duas
caudas por vez, possuindo assim uma maior avidez pelo alvo (Schroeder &
Cavacini, 2010). Dessa forma, torna-se inviavel a comparagao entre as duas formas
de detecgao nestes ensaios. Entretanto, a detecgdo por proteina L é teoricamente

um método mais sensivel.

O padrao de reconhecimento dos venenos de Loxosceles pelos fragmentos
recombinantes conservou o mesmo observado pelo mAb12 (Figura 18). Dessa
forma, as alteragdes estruturais realizadas n&o afetaram drasticamente as
interagcdes antigeno-anticorpo. No entanto, a reatividade cruzada apresentada pelo
mAb12 ndo permaneceu nos fragmentos do anticorpo recombinante. O tamanho
reduzido das moléculas pode ter modificado as forcas de interacbes. Por
consequéncia, eliminou o reconhecimento inespecifico do anticorpo, que em parte é
ocasionado pelas ligagdes nao especificas presentes em torno do sitio de ligagcao
com o antigeno, influenciando a cinética e equilibrio de distribuicdo das forcas
eletroquimicas (Leckband, 2000). A confirmagédo da perda de afinidade poderia ser
confirmada por SPR - Surface plasmon resonance - (Karim-Silva, et al., 2016). Ainda
disso, a importancia de cada aminoacido poderia ser averiguado por cristalografia do

anticorpo inteiro ou do fragmento recombinante com o alvo (Abbott, et al., 2014).
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Figura 18: Analise por Western blot do scFv12P (A) e diabody12P (B) frente aos venenos.
Veneno total (5 pg/canaleta) de L. infermedia (canaleta 1), L.gaucho (canaleta 2) e L./laeta (canaleta
3) foi resolvido em gel SDS-PAGE (12,5% de acrilamida, m/v), transferido para membrana de
nitrocelulose 0,45um e incubados com 50 pg/mL de scFv12P (A) ou extrato periplasmatico do
diabodya12P (B). Membrana pés transferéncia foi corada com Ponceau para evidenciar a presencga
das bandas proteicas do veneno total (I). Imunocomplexos formados na membrana foram marcados
com peroxidase conjugada com proteina L foi corado com reagentes cromogénios, dab-cloronaftol -
10 minutos de exposigdo — (A e BIl). ou luminol - 5 minutos de exposi¢ao — (BIll). Membrana de
nitrocelulose (B) foi previamente testada para interagao inespecificas com extrato periplasmatico de
E. coliHB2151 sem inserto.

Fonte: Acervo Pessoal.
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4.8 ELISA DE COMPETICAO

Padronizou-se um ELI/SA de competicdo, no qual os venenos imobilizados
competiam pelos os venenos das trés espécies de Loxosceles livres em solugao.
Busca-se com esse teste e o emprego do fragmento de anticorpo recombinante
como uma ferramenta de diagndstico para acidentes com a pegonhenta. O marcador
do fragmento recombinante escolhido foi a proteina L por este ja estar conjugado a
peroxidase, limitando, assim, o teste a trés etapas de incubagdo. Com este critério
estabelecido optou-se por utilizar o scFv12P devido aos resultados observados nos
ELISAs indiretos. Neste ensaio ndo foi utilizado soro humanos pois a proteina L
reage com componentes do soro. No entanto, o fragmento recombinante mostrou-se
capaz de detectar concentragdes muito pequenas de veneno em solugéo (Figura 19)
. Esta alta sensibilidade justifica o possivel uso do fragmento recombinante como um
instrumento de deteccdo de toxinas circulante no sangue. Dessa forma,
modificagdes no anticorpo recombinante como inser¢cdo de um marcador
colorimétrico tornariam o ensaio mais rapido e possivel de executar com soro
humano. Tal configuracédo ja foi efetivamente caracterizada em um ensaio de
deteccao de veneno circulante no soro humano, no qual o anticorpo recombinante
foi conjugado a fosfatase alcalina (Jiacomini, et al., 2016). A deteccao do fragmento
recombinante por anti-histidina adicionava mais uma etapa pela adi¢ao do anticorpo

comercial anti-mouse e isso pode ter interferido na sensibilidade do ensaio.
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Figura 19: Competicao entre veneno em solugao e imobilizado.
Placas de ELISA foram adsorvidas com 5 pg/mL veneno L. gaucho, L. intermedia ou L. laeta e
incubados com diferentes concentracdes de scFv12P (0,015 ug/mL) e diferentes concentragdes de
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veneno (1-0,0156 pg/mL). Formagao do imunocomplexos - scFv12P e veneno adsorvido na placa -
foram detectados com peroxidase conjugado a proteina L e substrato OPD. Valores observados sao
a média das duplicatas apés descontado o controle negativo (veneno, proteina L-HRP).

Fonte: Acervo Pessoal.

4.9 MAPEAMENTO DE EPITOPOS

A identificagdo de epitopos especificos pelo método de spot synthesis pode
oferecer informagdes interessantes sobre o perfil de reconhecimento antigénico.
Oferece, assim, uma caracterizagdo imunoquimica mais detalhada do anticorpo por
permitir determinar a sequéncia de aminoacidos linear que interage com o anticorpo
monoclonal. Além disso, analises in silico permitem uma visdo a nivel molecular das
similaridades entre componentes dos trés venenos de Loxoceles, possibilitando
identificar epitopos compartilhados entre as proteinas que justifiquem a reatividade

cruzada do monoclonal.

Com os dados obtidos pela técnica EM, sintetizou-se em uma membrana de

celulose 8 peptideos cada uma com 15 aminoacidos (Figura 20) de maneira a cobrir

o

1. K-C-H-G-D-G-S-K-G-C-A-T-K-P-D

2 G-S-K-G-C-A-T-K-P-D-D-W-C-C-K

3 A-T-K-P-D-D-W-C-C-K-N-T-P-C-K

4. D-W-C-C-K-N-T-P-C-K-C-P-A-W-S

5. N-T-P-C-K-C-P-A-W-S-S-T-S-E-C
6 C-P-A-W-S-S-T-S-E-C-R-C-A-M-D

7 S-T-S-E-C-R-C-A-M-D-C-S-R-R-C

8 T-S-E-C-R-C-A-M-D-C-S-R-R-C-K

a sequéncia referente a notina LiTx1 de L. intermedia (de Castro, et al., 2004)

Figura 20: Sequéncia dos peptideos de 15 aminoacidos sintetizados pela técnica de Spot
synthesis.

llustragdo da membrana de celulose contendo os 8 peptideos que cobrem a sequéncia de
aminoacidos da proteina LiTx1 do veneno L. intermedia (A). Representacdo esquematica de
aminoacidos dos tretadecapeptideo (B), sobrepostos por dez residuos e adicionando 4 aminoacidos
inéditos.

Fonte: Acervo pessoal.
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Controles negativo e positivo formam estabelecidos previamente ao teste com
o0 mAb12, descartando a presenga de reatividade inespecifica (Figura 21A e 21B) e
confirmando integridade da membrana (Figura 21C), respectivamente. Com base na
auséncia de reatividade obtida & possivel especular que, por ndo reconhecer
epitopos lineares da sequéncia primaria do LiTx1 (Figura 21D), o reconhecimento do
mAb12 €& dado com epitopos conformacionais do alvo (Schroeder & Cavacini, 2010;
de Moura, et al., 2011)

A

Figura 21: Reatividade dos peptideos derivados da estrutura primaria da notina LiTx1 testado
com mAb12.

Oito tetradecapeptideos (sobrepostos por deslocamento de 4 residuos) do peptideo LiTx1 foram
previamente testados com os anticorpos conjugados a peroxidase de modo a determinar as diluigcbes
ndo reativas de anti-horse (A) e anti-mouse (B) a membrana. Potencial de reconhecimento dos
epitopos pelo mAb12 (100ug/mL) foi testado e marcado com peroxidase conjugada ao anti-mouse e
substrato de luminol, quimioluminescéncia da membrana foi exposi¢céo ao filme de revelagdo por 30
minutos (C). Confirmagdo da integridade dos spots da membrana foi realizada com anticorpos
policlonais do soro anti-loxoscélico e marcados com peroxidase conjugado ao anti-horse e substrato
luminol, quimioluminescéncia exposta ao filme por 5 minutos.

Fonte: Acervo Pessoal.

Realizou-se um imunoensaio com a sequéncia primaria das fosfolipases das
trés espécies reconhecidas pelo mAb12, utilizando uma membrana de celulose
contendo duzentos e setenta e oito pentadecapeptideos que cobrem a sequéncia de
aminoacidos das fosfolipases (de Fernandes-Pedrosa, et al., 2002; Kalapothakis, et
al., 2002; Silvestre, et al., 2005). Assim como observado com a membrana de LiTx1,
nao houve reatividade do mAb12 frente aos aminoacidos continuos das fosfolipases

(Figura 22), confirmando o carater conformacional do epitopo.
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L. intermedia

L. laeta

L. gaucho

Figura 22: Reatividade dos peptideos derivados da estrutura primaria de trés fosfolipases
testado com mAb12.

278 pentadecapeptideos (sobrepostos por deslocamento de 3 residuos) das fosfolipases foram
previamente testados pelo grupo de modo a determinar as diluigbes nao reativas de anti-mouse (dado
ndo mostrado). Potencial de reconhecimento dos epitopos pelo mAb12 (1 pg/mL) foi testado e
marcado com peroxidase conjugada ao anti-mouse e substrato de luminol, quimioluminescéncia da
membrana foi exposi¢ao ao filme de revelagdo por 5 minutos.

Fonte: Acervo Pessoal.

O alinhamento da sequéncia primaria de esfingomielinases com notinas
forneceu informagdes quanto as equivaléncias e similaridades entre os aminoacidos
presentes em cada tipo de proteina (Schroeder & Cavacini, 2010). Isso ajuda a
fundamentar a reatividade cruzada apresentada pelo anticorpo. A partir das analises
in silico (Figura 23) supdem-se que os motivos estruturais DCSR e DGSK participem
do sitio de interagcdo do mAb12, permitindo que o anticorpo ligue-se a mais de um
antigeno. No entanto, outros estudos sdo necessarios para confirmagdo desse
padrao de reconhecimento. Devido a inexisténcia de reatividade em ensaios com
peptideos lineares, torna-se necessario o emprego de experimentos que avaliem a
interacdo de epitopos conformacionais das duas categorias de proteinas. Através
da técnica phage display, de Moura et al. (2011) caracterizaram o perfil de
reconhecimento de epitopos descontinuos da fosfolipase de L. intermedia pelo

LimAb7. Este metodo poderia auxiliar na caracterizagado do mAb12.
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Figura 23: Alinhamento das estruturas primarias de trés fosfolipases e trés notinas, analise
intra e interespécies de Loxosceles.

Semelhanga da sequéncia peptidica entre fosfolipases (LiD1, lixx1 ou loxGA_A1H) e notinas (LiTx1,
LITx1 ou LgTx1a) intraespécies foi mensurada quanto a presenca de residuos conservados ou
similares (A). Em regibes similares encontradas entre as toxinas foi identificado a sequéncia
tetrapeptidica semelhante entre notinas (B). Estudos de bioinformatica foram realizados pelo grupo
através do programa Clustal-Omega/EBI-UK.

Fonte: Adaptado de Clustal-Omega/EBI-UK.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

No decorrer desse projeto a produgcdo e caracterizagdo do anticorpo
monoclonal — mAb12 — e seus fragmentos recombinantes — scFv12P e diabody12P

— foram desenvolvidas com éxito.

e Os anticorpos mAb12, scFv12P e diabody12P interagem com proteinas de
baixa massa sendo a ordem decrescente de reatividade veneno de
Loxosceles gaucho, Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta. O monoclonal
reconhece cruzadamente as fosfolipases do veneno sendo capaz de inibir a

hemolise.

¢ As notinas sao o antigeno alvo do mAb12, existindo sequéncia de homologia
ortélogua entre o peptideo nas trés espécies, tendo identidade de 100% entre

L. intermedia e L. gaucho;

¢ O mAb12 nao reconhece epitopos lineares das notinas e fosfolipases. No

entanto, o reconhecimento pode ser parcial através de dois motivos
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estruturais presentes nas duas classes de proteina, o que também justifica a

reatividade cruzada;

e A sequéncia das regides variaveis de cadeia pesada e leve do mAb12 foram
obtidas e a modificacdo realizada na regido FR1 da cadeia variavel leve

permitiu a interacdo dos fragmentos recombinantes com a proteina L;

e O gene sintético foi expresso como mondmero (scFv12P) e dimero
(diabody12P) e constatou-se melhores resultados quando purificado e

detectado por proteina L do que pela cauda de histidina;

¢ Os fragmentos recombinantes sdo capazes de detectar o veneno em solugao
na ordem de nanogramas, tornando-se um bom biomarcador com potencial

aplicagao em ensaios de imunodeteccao e bioseparacdo do veneno.
5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com fragmentos recombinantes devidamente produzidos e caracterizados,
seria interessante sua aplicagdo como ferramenta de inibicdo da hemdlise causada
pelo veneno de Loxosceles. Tendo em vista o sucesso obtido com mAb12 em
ensaios de hemdlise, pressupdem-se que o fragmento recombinante também
apresentaria mesmo papel. No entanto, seria necessario a aplicagéo de quantidades
maiores da molécula para produzir o mesmo efeito de reatividade cruzada
observado com o monoclonal. Os efeitos das notinas em humanos sé&o
desconhecidos; sendo assim, torna-se interessante realizar o seu isolamento ou
producao como proteina recombinante para que estudos quanto sua fungdo no
organismo humano seja averiguado e possivel atividade no envenenamento seja

identificado, tanto isoladamente quanto em condi¢ao de sinergismo.
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