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RESUMO

No estado do Parana, os acidentes com aranhas marrons (género Loxosceles) séao
problema de saude publica, em especial na cidade de Curitiba e Regido
Metropolitana que s&@o consideradas areas endémicas para o loxoscelismo. O
veneno de Loxosceles € composto por uma mistura de toxinas, na sua maioria
protéica, capazes de causar lesdes dermonecréticas com espalhamento
gravitacional e manifestacdes sistémicas como agregacdo plaquetéria, anemia
hemolitica e faléncia renal aguda. Nos venenos de aranhas do género Loxosceles
foram descritas toxinas como fosfolipases-D, hialuronidades e metaloproteases,
entre outras. As metaloproteases ja foram descritas em venenos de diferentes
espécies, como exemplo: L. intermedia, L. reclusa, L. deserta, L. rufescens, L.
gaucho e L. laeta e acredita-se que tenham participacdes nos distarbios
hemostaticos descritos apdés o0 envenenamento, além de poderem ser um fator de
espalhamento das demais toxinas do veneno devido sua acao proteolitica frente aos
componentes da matriz extracelular. As espécies de maior importancia clinica sao: L.
intermedia, L. laeta e L. gaucho, sendo a espécie L. intermedia de maior distribui¢cao
no estado do Parana e a principal espécie relacionada com acidentes no municipio
de Curitiba. Através de técnicas de biologia molecular, foi mostrado que uma
metaloprotease presente no veneno de L. intermedia (a LALP1l - Loxosceles
Astacin-like Protease) pertence a familia das astacinas, diferente das
metaloproteases de venenos de outros animais, como as de serpentes que
pertencem a familia das adamalisinas. A LALP1 foi a primeira enzima da familia das
astacinas descrita como constituinte de venenos animais. O presente estudo
identificou, através de andlise de diferentes clones de uma biblioteca de cDNA de
glandulas de veneno de L. intermedia, duas novas isoformas de astacinas presentes
no veneno de L. intermedia, denominadas LALP2 e LALP3. Os imunoensaios
realizados com venenos das outras duas principais espécies do Parana, L. laeta e L.
gaucho, mostraram a existéncia de proteinas nativas relacionadas a LALP1 e que
tais proteinas apresentavam atividade gelatinolitica que foi inibida por 1,10-
fenantrolina (quelante de metal divalente), confirmando atividade metaloproteasica.
Extracbes de RNA total de glandulas de veneno de L. laeta e L. gaucho foram
realizadas, os CcDNAs obtidos utilizando oligonucleotideos iniciadores para
sequéncia da LALP1l foram sequenciados e identificou-se que esses CDNAs
codificavam metaloproteases da familia das astacinas, tais proteinas foram
denominadas LALP4 (astacina de L. laeta) e LALP5 (astacina de L. gaucho). O
alinhamento das sequéncias aminoacidicas de todas as LALPs e membros da
familia das astacinas de diferentes organismos mostraram que as astacinas de
Loxosceles tém maiores identidades com as astacinas de nematddeos. Portanto, os
resultados sugerem a existéncia de uma familia génica para astacinas no veneno de
L. intermedia com expressdo de diferentes isoformas (LALP1, LALP2 e LALP3),
essa familia génica esta presente nos venenos das trés espécies estudadas (L.
intermedia, L. laeta e L. gaucho) e possivelmente serdo encontradas distribuidas em
todo o género Loxosceles. Esses achados reforcam a relevancia biologica das
astacinas como toxinas importantes nos efeitos toxicos dos venenos loxoscélicos.

Palavras chaves: Loxosceles, veneno, metaloprotease, astacina.



ABSTRACT

In the Parana State, accidents involving brown spiders (Loxosceles genus) are a
public health problem, especially in the city of Curitiba and metropolitan region that
are considered endemic areas for loxoscelism. Loxosceles venom is a mixture of
toxins, mostly protein, capable of causing dermonecrotic lesions with gravitational
spreading and systemic manifestations such as platelet aggregation, hemolytic
anemia and acute renal failure. In Loxosceles spider venoms were described toxins
as phospholipase D, hyaluronic acid, and metalloproteases, among others.
Metalloproteases have been described in venoms of different species, for example:
L. intermedia, L. recluse, L. deserta, L. rufescens, L. gaucho and L. laeta and is
believed to be involved in hemostatic disorders described after poisoning, and can
act as spreading factor for other venom toxins, due to its proteolytic action against
extracellular matrix components. Species of greatest clinical importance are: L.
intermedia, L. laeta and L. gaucho. In the Parana State, L. intermedia species show
larger distribution and are the main species related with accidents in the city of
Curitiba. By molecular biology techniques, it was demonstrated that metaloprotease
from L. intermedia (LALP1 — Loxosceles Astacin-like Protease) venom belongs to the
astacin family, that is different from others animal venoms metalloproteases, such as
snake metalloproteases that belong to the adamalysin family. LALP1 was the first
astacin described as an animal venom constituent. The present study identified, by
analyzing distinct clones from L. intermedia venom glands cDNA library, two new
astacin isoforms present in L. intermedia venom, which were named LALP2 and
LALP3. Imunoassays with L. laeta and L. gaucho venoms (two others important
species in Parana) showed the existence of native proteins related to LALP1 and
these proteins have gelatinolytic activity which could be inhibited by 1,10-
phenanthroline (divalent metal chelator), confirming metalloprotease activity.
Moreover, total RNA from L. laeta and L. gaucho venom glands were extracted, the
cDNAs obtained using LALP1 primers were sequenced and the results identified that
they encode metalloproteases from astacin family, named LALP4 (L. laeta astacin)
and LALP5 (L. gaucho astacin). Amino acid sequences alignment with LALPs and
other astacin members from different organisms showed that Loxosceles astacins
have the greatest identities with nematode astacins. Therefore, the results suggest
the existence of an astacin gene family in L. intermedia venom expressing different
isoforms (LALP1, LALP2 and LALP3), that this gene family is present in venoms of
the three species studied (L. intermedia, L. gaucho and L. laeta) and possibly will be
found distributed throughout the Loxosceles genus. These findings reinforce the
biological relevance of astacin toxins as important for toxic effects of loxoscelic
venoms.

Keywords: Loxosceles, venom, metalloprotease, astacin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aranhas

As aranhas sao animais da classe dos aracnideos que pertencem ao grupo
dos artropodes terrestres (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Os aracnideos sdo a
segunda classe mais bem sucedida dos invertebrados terrestres com mais de
40.000 espécies descritas atualmente e acredita-se que existam mais de 100.000
espécies a serem descobertas (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005; ESCOUBAS;
DIOCHORT; CORZO, 2000).

As aranhas séo divididas em dois grupos principais quanto a posicdo da
quelicera (primeiro par de apéndices do prossoma dos artropodes): o grupo
Ortognata ou Megalomorfa e o grupo Labidognata ou Araneomorfa (ESCOUBAS;
DIOCHORT; CORZO, 2000; RASH; HODGSON, 2002). Apesar da imensa
diversidade biologica e ecoldgica das aranhas, somente poucas espécies estdo
relacionadas com acidentes envolvendo humanos (ISBISTER; WHITE, 2004). O
grupo Ortognata possui grande numero de espécies, porém somente espécies do
género Hadronyche, endémicas da Australia, possuem venenos altamente téxicos
para humanos (ESCOUBAS; DIOCHORT; CORZzO, 2000). J4, as aranhas mais
perigosas e com maior importancia médica sdo do grupo Labidognata distribuidas
nos géneros: Latrodectus (vilva negra), Loxosceles (aranhas marrom) e Phoneutria
(aranha da bananeira ou armadeiras) (ESCOUBAS; DIOCHORT; CORZO, 2000).

1.2 Aranhas do Género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles taxonomicamente estdo alocadas na
familia Sicariidae, sub-ordem Araneomorphae, ordem Araneae, classe Arachnida,
subfilo Chelicerata e filo Arthropoda (PLATNICK, 2008). A familia Sicariidae €
composta por somente 2 géneros (Loxosceles e Sicarius) e 122 espécies
(PLATNICK, 2007). Uma caracteristica bastante importante utilizada para
identificagcdo de aranhas do género Loxosceles é a presenca de seis olhos
agrupados em pares e organizados em semi-circulo (“U”) na regido anterior do
cefalotérax (FIGURA 1A) (VETTER; VISSCHER, 1998).
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FIGURA 1 — ESPECIMES DO GENERO Loxosceles. (A) Regido anterior do cefalotérax de
Loxosceles focado na disposicdo dos 3 pares de olhos tipica da familia Sicariidae. (B)
Exemplar de L. laeta, seta indica o formato de violino na parte dorsal do cefalotérax.
ADAPTADO DE: (A) SWANSON; VETTER, 2006. (B) CABRERIZO et al., 2009.

As aranhas do género Loxosceles sao popularmente conhecidas como
aranhas marrons por apresentarem coloragao corporal que varia de marrom claro
até marrom escuro ou como aranhas violino devido a forma da regidao dorsal do
cefalotorax ser semelhante a tal instrumento musical (FIGURA 1B) (FUTRELL, 1992;
VETTER; VISSCHER, 1998). As aranhas marrons sdo geralmente pequenas, com
tamanho corporal que varia de 8 a 15mm e o comprimento das patas de 8 a 30mm
(FUTRELL, 1992). Possuem dimorfismo sexual, os machos tém corpo menor e
pernas relativamente mais longas do que as das fémeas (FIGURA 2), o ultimo
segmento dos pedipalpos dos machos € modificado (aumentados e em forma de
macaneta) para exercerem a funcdo de 6rgdos copulatérios e nas fémeas os
pedipalpos sao curtos e possuem o mesmo formato das pernas (FUTRELL, 1992;
RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Ambos 0s sexos sdo venenosos, mas as fémeas
produzem uma quantidade maior de peconha, com concentracao protéica maior e
acredita-se que em acidentes com humanos o efeito toxico do veneno das fémeas
seja mais intenso, apesar da composicao dos venenos dos dois sexos ser bastante
semelhante (OLIVEIRA et al., 1999).
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Fémea | \ Macho

FIGURA 2: DIMORFISMO SEXUAL DE L. intermedia. Fémea com corpo
maior e pernas menores que as do macho. ADAPTADO DE: da SILVA et
al., 2004.

As aranhas marrons possuem habitos noturnos e séo lucifugas, portanto sao
geralmente encontradas em habitat natural sob pedras, troncos de arvores e restos
vegetais; em regides peridomicialiares encontram-se sob telhas, tijolos e madeiras
empilhadas e em ambientes intradomiciliares sdo encontradas atras de quadros, no
meio de roupas, livros e outros objetos (FUTREL, 1992; SWANSON; VETTER,
2006). Sao animais carnivoros que se alimentam de pequenos insetos,
principalmente: tragas, baratas, moscas, mosquitos e cupins (FUTRELL, 1992). Sado
capazes de se reproduzirem com facilidade mesmo em ambientes desfavoraveis,
suportam temperaturas entre 8°C a 43°C e podem passar dias a meses sem agua e
comida (FUTREL, 1992).

1.3 Distribuicdo geografica do Género Loxosceles

O género Loxosceles é cosmopolita e possui mais de 100 espécies que tém
como centro de origem a Africa e as Américas. O continente americano tem grande
diversidade de espécies, sendo que dentre as descritas, 20 sdo endémicas da
Africa, 50 da América do Norte e Central e 30 da América do Sul (MARQUES-DA-
SILVA; FISCHER, 2005).

As espécies de importancia médica variam nas diferentes Américas. Na
Ameérica do Sul, Loxosceles gaucho, Loxosceles intermedia e Loxosceles laeta sao
as principais responsaveis pelos casos de loxoscelismo e na América do Norte as de
maior importancia sdo Loxosceles deserta e Loxosceles reclusa (BARBARO et al.,
2005).
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No Brasil sdo encontradas atualmente 10 espécies de aranhas marrons
(PLATNICK, 2007) sendo que quatro destas espécies estdo presentes no estado
Parana: L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. hirsuta. As espécies de maior
importancia clinica sdo: L. intermedia, L. laeta, L. gaucho (FIGURA 3) (MALAQUE et
al., 2002), sendo a espécie L. intermedia de maior distribuicdo no estado do Parana
e a principal espécie relacionada com acidentes no municipio de Curitiba
(MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005).

-

1cm

L. intermedia

L. gaucho L. laeta

FIGURA 3: ESPECIES DE MAIOR IMPORTANCIA MEDICA NO PARANA.

1.4 Loxoscelismo ou Acidente Loxoscélico

1.4.1 Caracterizacao

Os acidentes loxoscélicos ocorrem principalmente durante a primavera e
verdo que sao as estacdes mais quentes do ano nas quais as aranhas estdo mais
ativas (SCHENONE; LETONJA, 1975). As aranhas marrons ndo possuem habitos
agressivos, ao contrario da maioria dos animais peconhentos, como escorpides,
ofidios e outros quelicerados; portanto, os acidentes em geral ocorrem devido a
inadvertida compressédo do animal contra o corpo do individuo durante o sono ou
nos atos de vestir-se, calcar-se, enxugar-se (SUAREZ;, BIGGERMANN;

SCHENONE, 1971; LUCAS, 1988; FUTRELL, 1992; RIBEIRO et al., 1993).
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Loxoscelismo é a denominagdo utilizada para designar as manifestacdes
clinicas decorrentes de envenenamentos com aranhas do género Loxosceles
(FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2004). Tal envenenamento pode ser caracterizado
por duas variantes clinicas: loxoscelismo cutdneo e loxoscelismo sistémico
(FUTRELL, 1992). O loxoscelismo cutaneo é predominante nos acidentes (ocorre
em 84 a 97% dos casos) e caracteriza-se por hemorragia local e lesao
dermonecrotica com espalhamento gravitacional algumas horas apos o acidente. A
picada normalmente ndo é percebida por ser indolor e somente apos 2 a 8 horas
iniciam alguns sintomas como: dor, que pode variar de intensidade e é caracterizada
por ser do tipo “queimac¢do” ou “ardéncia”, febre, prurido e mal estar geral. Apds 12 a
24 horas do acidente, ocorre formacéo de bolha circundada por um halo de tecido
isquémico que fica avermelhado, uma zona palida denominada placa marmoérea e a
regido ao redor adquire uma coloragdo violacea. Depois de poucos dias, a regiao
entra em processo de necrose e adquire cor azul-violacea com espalhamento
gravitacional (FUTRELL, 1992; SEZERINO et al., 1998, MALAQUE et al., 2002;
HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). Lesdes com placa marmorea, coloragédo
violdcea, necrose e com espalhamento gravitacional sdo caracteristicas de
acidentes com aranhas marrons (FIGURAS 4A e 4B) (da SILVA et al., 2004; APPEL
et al., 2005). Esta lesdo pode ter como agente sinérgico, acentuando sua gravidade,
a presenca de microorganismos anaerdbios provenientes das queliceras das
aranhas, as quais no momento da picada injetam-nos concomitantemente com o
veneno. Um agente importante de infec¢cdo secundaria a picada € o bacilo gram
positivo Clostridium perfringens (MONTEIRO et al., 2002). Em alguns casos a lesao
cutanea evolui e apés 3 a 7 dias forma-se uma escara de dificil cicatrizacao,
podendo originar sequelas deformantes nas quais procedimentos cirdrgicos para
enxerto sdo necessarios (FIGURAS 4C e 4D) (P1ZZl; ZACARIAS; SCHENONE,
1957; FUTRELL, 1992).
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FIGURA 4. EVOLUGCAO DE LESAO CUTANEA DIAGNOSTICADA COMO
LOXOSCELISMO. (A) Paciente de 6 anos com lesdo cutanea tipica de acidente
loxoscélico. (B) Detalhe da placa marmoérea apds 36 horas do acidente. (C) Escara
necrdtica apos 8 dias de evolugdo. (D) Cicatriz com queldide apdés 3 meses do
acidente. ADAPTADO DE: CABRERIZO et al., 2009.

O loxoscelismo sistémico € observado somente em 3 a 16% dos casos, e,
embora seja menos comum, € a principal causa de morte relacionada ao
envenenamento (FUTRELL, 1992; LUNG; MALLORY, 2000; da SILVA et al.,
2004; APPEL et al., 2005; CHAIM et al., 2006). Os sintomas desse quadro clinico
geralmente iniciam 24 horas apos a picada e sdo caracterizados por disturbios da
hemostase e da funcéo renal (da SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005). Nos
casos mais graves ocorrem alteracées no quadro hematoldgico incluindo anemia
hemolitica, trombocitopenia causada devido a agregacao plaquetaria e
coagulacao intravascular disseminada, além de ocorrer aumento da bilirrubina
indireta, ictericia e faléncia renal aguda (FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2003;
da SILVA et al., 2004; CHAIM et al., 2006). Outras consequéncias decorrentes do
envenenamento incluem alteracbes vasculares nos pulmdes, figado e rins
(LUNG; MALLORY, 2000). Uma das alteracdes funcionais mais graves é a
insuficiéncia renal aguda (IRA), a qual se caracteriza por hemoglobinuria e

hY

hematuria, e em casos extremos pode levar a obstru¢cdo da luz tubular
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(WASSERMAN; ANDERSON, 1984; SCHENONE et al., 1989; FUTRELL, 1992;
SEZERINO et al., 1998; LUNG; MALLORY, 2000).

Muitos fatores estédo relacionados com a severidade dos quadros clinicos
desencadeados pelos individuos acidentados, tanto fatores relacionados ao
acidentado (estado nutricional, idade, local da picada, tempo de demora para
procurar tratamento adequado) quanto a caracteristicas da aranha que o picou
(estagio de desenvolvimento, sexo, quantidade de veneno inoculada) (OLIVEIRA
et al., 1999; ANDRADE et al.,1999; SEZERINO et al., 1998; GAJARDO-TOBAR,
1966; SCHENONE et al., 1989; BARBARO et al., 1994).

1.4.2 Epidemiologia

Os acidentes com Loxosceles no Brasil comecaram a ser reconhecidos em
1954, por BUCHERL e ROSENFELD. Entre 1990 e 1993, no Brasil foram
registrados 17.785 acidentes araneidicos onde 36,6% (6.512 casos) atribuidos a
aranha marrom, sendo 6.224 ocorréncias na regiao sul, tornando o loxoscelismo
0 mais importante dos casos de envenenamento envolvendo aranhas.

Segundo Ministério da Saude, no Brasil ocorreram 7.281 casos de
loxoscelismo em 2008, sendo que somente no estado do Parana ocorreram
5.314 casos o0 que perfaz 67% de todos os casos ocorridos no pais. Dentre os
dez primeiros municipios em frequéncia de acidentes no estado do Parana, nove
estdo localizados na 22 Regional de Saude — Curitiba e Regido Metropolitana
(MARQUES-DA-SILVA, 2002). Somente no Municipio de Curitiba e regido
metropolitana, segundo dados da Secretaria Municipal de Saude (SMS/CE/CVE -
SINAM, 2009), 3.890 acidentes loxosceélicos foram notificados em 2008 e dados
preliminares de 2009 mostram ocorréncia de 1.733 casos (até abril de 2009).
Portanto, a segunda regional de saude é considerada area endémica para o
loxoscelismo e, apesar de existirem muitos fatores relacionados com o aumento
de acidentes com aranhas marrons em Curitiba e regido metropolitana nos
altimos anos, € provavel que seja conseqiéncia de mudancas ambientais e
desequilibrios ecoldgicos que impedem a manutencéo da densidade populacional
das espécies em niveis estaveis (BARBARO; JARED; MOTA, 1995).

Introducao
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1.4.3 Tratamento

O tratamento do loxoscelismo ainda € bastante controverso na literatura
cientifica. O primeiro problema para o tratamento do loxoscelismo sdo as
dificuldades encontradas para realizacdo de um diagndstico correto. Diagnésticos
realizados através de testes laboratoriais ainda sdo pouco realizados devido ao
tempo gasto para a realizacao e principalmente ao alto custo (HOGAN; BARBARO;
WINKEL, 2004). Poucas vezes o diagnéstico € realizado baseado na identificacao
da aranha uma vez que a picada é indolor e raramente os acidentados percebem
que foram picados, e também, existe muita falta de informacdo de médicos e
pacientes quanto ao loxoscelismo (da SILVA et al., 2004, PAULI et al., 2006).

Diferentes terapias tem sido propostas, como utilizacdo de dapsona,
esterdides, tratamento com camara hiberbarica de oxigénio e terapia com soro
antiveneno (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). Muitos estudos tem sido
realizados para avaliar a utilizacdo dos antivenenos no tratamento do loxoscelismo
cutdneo como: soro anti-loxoscélico, IgG completa, fragmentos Fab ou F(ab)’,
(GOMEZ et al., 1999; ISBISTER et al., 2003; OLVERA et al., 2006; PAULI et al.,
2006). PAULI e colaboradores (2009) mostraram que a utilizagcdo do soro anti-
loxoscélico quando administrado nas primeiras 48 horas apds 0 envenenamento tem
grande poder terapéutico no quadro cutaneo. Apesar dos estudos serem somente
em modelo animal e mais estudos serem necessarios para avaliar as reais
eficiéncias dos anti-venenos tanto nos casos de loxoscelismo cutdneo quanto
sistémico, em paises que ja incluiram a soroterapia no protocolo de tratamento a
mortalidade de criangcas e jovens diminuiu (PAULI et al., 2009; ISBISTER et al.,
2003).

O Ministério da Saude brasileiro disponibiliza dois tipos de antivenenos
produzidos em cavalos: soro anti-loxoscélico e o soro anti-aracnidico. O soro anti-
loxoscélico é um soro poli-especifico que contém anticorpos contra venenos de L.
laeta, L. intermedia e L. gaucho produzido no Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos do Estado do Parana (CPPI). O soro anti-aracnidico € um soro
produzido com venenos de Loxosceles gaucho, Phoneutria nigriventer, Tityus
serrulatus e Tityus bahiensis (PAULI et al., 2006).
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Apesar das recomendacdes do Ministério da Saude para o uso da soroterapia
no Brasil, como existe muita controvérsia na literatura cientifica em relagéo a eficacia
dos soros em neutralizar os efeitos locais, a via de administracdo e o tempo para o
inicio da administracéo, a porcentagem de uso é 11,9% no Parand; 46,8% em Santa
Catarina; 54,9% no Rio Grande do Sul e 70% em S&o Paulo (PAULI et al., 2006;
VETTER; ISBISTER, 2008).

A melhora na eficiéncia dos tratamentos do loxoscelismo esta diretamente
relacionada com a necessidade de melhor compreender a composicdo e
principalmente os mecanismos de acdo dos componentes do veneno loxoscélico
(PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2007).

1.5 Veneno Loxoscélico

O veneno loxoscélico € um liquido cristalino, composto basicamente por
proteinas enzimaticas e ndo enzimaticas, peptideos, nucleotideos e é produzido por
um par de glandulas situadas no cefalotérax das aranhas marrons (da SILVA et al.,
2004). As glandulas se comunicam com o exterior através de um duto que passa no
interior do aparelho inoculador constituido por um par de queliceras. As células
epiteliais dessas glandulas de veneno sdo responsaveis pela produgdo e secrecdo
do veneno e sdo ricas em organelas como reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi (dos SANTOS et al., 2000).

As moléculas que compBem o0s venenos de Loxosceles séao
predominantemente proteinas de baixa massa molecular (5-40kDa) com agdo toxica
e/ou enzimatica (MOTA; BARBARO, 1995; da SILVEIRA et al., 2002; da SILVA et
al., 2004; APPEL et al., 2005). Acredita-se que a toxicidade do veneno de aranhas &
decorrente de efeitos deletérios sinérgicos e/ou somatorios de todos o0s seus
componentes (GEREN et al., 1976; da SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005). Os
venenos de aranhas marrons podem ser comparados a alguns venenos de
serpentes, na composicdo dos quais diferentes estudos mostraram a presenca
abundante de enzimas (MARTINEZ-VARGAS, 1987; da SILVEIRA et al., 2002).

A identificacdo dos constituintes dos venenos loxoscélicos é foco de varios
estudos e algumas das toxinas presentes no veneno ja estdo bem caracterizadas do
ponto de vista bioquimico e bioldgico (da SILVA et al., 2004, APPEL et al., 2005). J&

foram descritas enzimas como fosfatase alcalina, 5’ ribonucleotideo fosfohidrolase,
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peptideos com atividade inseticida, hialuronidases, fosfolipases-D, serino-proteases
e metaloproteases em venenos de diferentes espécies de Loxosceles (FUTRELL,
1992; FEITOSA et al.,, 1998; VEIGA et al., 2000a, 2000b; YOUNG; PINCUS, 2001,
VEIGA et al., 2001a; da SILVA et al., 2004; BARBARO et al., 2005; da SILVEIRA et
al., 2007a).

As fosfolipases-D sao as toxinas melhor caracterizadas dos venenos
loxoscélicos. Foram primeiramente descritas como esfingomielinases-D e
amplamente denominadas de toxinas dermonecroéticas devido ao seu principal efeito
biolégico. Atualmente, como toxinas, sdo encontradas somente em aranhas
Loxosceles, Sicarius e em poucas bactérias patogénicas. Analises comparativas
sugerem uma origem evolutiva comum da atividade esfingomielinasica-D no
ancestral dos géneros irmaos da familia Sicariidae (Sicarius e Loxosceles)
(BINFORD; CORDES; WELLS, 2005).

Em aranhas marrons, fosfolipases-D estdo presentes nos venenos de
diferentes espécies e em diferentes isoformas (da SILVA et al., 2004; RAMOS-
CERRILLO et al., 2004; BARBARO et al., 2005). Recentemente, KALAPOTHAKIS e
colaboradores (2007) sugeriram a utilizacdo do termo LoxTox (Loxosceles “toxin”)
com intuito de padronizar uma nomenclatura para tal grupo de toxinas, as quais tém
recebido diferentes nomes: toxinas dermonecroticas, esfingomielinases-D,
fosfolipases-D, fatores de dermonecrose. Tanto as fosfolipases-D nativas quanto as
isoformas recombinantes dos venenos loxoscélicos, obtidas através de técnicas de
biologia molecular, sdo capazes de induzir experimentalmente dermonecrose,
resposta inflamatoria, agregacéo plaquetaria, hemdlise, aumento da permeabilidade
vascular, nefrotoxicidade, letalidade em camundongos e efeitos citotoxicos em
linhagens celulares estabelecidas (FUTREL, 1992; da SILVA et at., 2004; APPEL et
al., 2005; CHAIM et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007b;
RIBEIRO et al., 2007; APPEL et al., 2008).

As proteases existentes nos venenos loxosceélicos também tém sido foco de
muitos estudos. Especificamente, as metaloproteases foram inicialmente descritas
em venenos de L. intermedia por FEITOSA e colaboradores (1998) que identificaram
duas metaloproteases: a Loxolisina A (20-28kDa) com atividade fibronectinolitica e
atividade fibrinogenolitica parcial, e a Loxolisina B (32-35kDa) com atividade

gelatinolitica. Indmeras criticas surgiram nesta €poca, pois se cogitava a
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possibilidade de que essas metaloproteases identificadas por FEITOSA e
colaboradores (1998) fossem proteases oriundas do conteudo gastrico das aranhas,
contaminantes do veneno devido ao modo de obtencdo do mesmo. Porém, DA
SILVEIRA e colaboradores (2002) comprovaram que metaloproteases sédo realmente
constituintes do veneno de L. intermedia através de estudo comparativo do perfil
protéico e da atividade metaloproteasica realizado entre veneno obtido por
eletrochoque (mesma técnica de obtencao utilizada por FEITOSA e colaboradores
(1998) e extrato de glandulas de veneno de espécimes de L. intermedia. Com esse
estudo, mostrou-se que a atividade metaloproteasica esta presente no extrato de
glandulas de veneno que é totalmente livre de contaminantes gastricos. Outros
trabalhos também descreveram metaloproteases nos venenos de L. reclusa, L.
deserta, L. rufescens e L. laeta. (YOUNG; PINCUS, 2001; BARBARO et al., 2005;
FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

DA SILVEIRA e colaboradores (2007c), através de uma biblioteca de cDNA
da glandula de veneno de L. intermedia, clonaram, identificaram e caracterizaram
uma metaloprotease da familia das astacinas, a LALP (Loxosceles Astacin-like
Protease). A descoberta da LALP foi muito significativa, pois caracterizou uma toxina
representativa do veneno de L. intermedia e foi a primeira descricdo de um membro
da familia das astacinas presente em um veneno animal (da SILVEIRA et al.,
2007c).

Apesar das inumeras identificacbes de metaloproteases em venenos
loxoscélicos, ainda ndo foram elucidadas suas participacdes nos eventos toxicos do
veneno. Acredita-se que a atividade destas metaloproteases esteja relacionada com
os disturbios hemostaticos descritos apds 0 envenenamento como danos nos vasos
sanguineos, hemorragias na derme, além de poder ser um fator de espalhamento
das demais toxinas do veneno devido a sua acéo frente aos componentes da matriz
extracelular (FEITOSA et al., 1998; da SILVEIRA et al., 2002; ZANETTI et al., 2002).
Podem atuar também sobre outros componentes do veneno ou mesmo de
moléculas biolégicas do organismo do individuo acidentado gerando
moléculas/peptideos ativos (da SILVEIRA et al., 2007c¢).
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1.6 Astacinas

As metaloproteases dependentes de zinco para sua atividade catalitica
pertencem a superfamilia das Metzincinas que compreende as familias das
Adamalisinas ou Reprolisinas, Serralisinas, Astacinas, Metaloproteinases de Matriz
ou Colagenases (STOCKER et al.,, 1995). Segundo STOCKER e colaboradores
(1995), os membros das familias das metzincinas possuem dominio caracteristico
conservado HEXXHXXGXXHE, no qual os trés residuos de histidinas estédo

envolvidos na ligacdo do ion de zinco, necessario para atividade catalitica, e uma

volta de metionina (MXY) (FIGURA 5).
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FIGURA 5: DESENHO ESQUEMATICO DO SITIO CATALICO E DA VOLTA
DE METIONINA DAS METZINCINAS. Nos retangulos verdes estéo
indicados os residuos de aminoacidos que diferem em cada uma das
familias de metzincinas. Os trés residuos de histidinas do sitio catalitico que
fazem a ligacdo do ion de zinco estdo destacados em vermelho.
ADAPTADO DE: STOCKER et al., 1995.

As proteinas do tipo astacinas (familia M12A) sao caracterizadas por
possuirem uma sequéncia aminoacidica consenso para ligacdo de zinco composta
por 18 residuos de aminoacidos — HEXXHXXGXXHEXXRXDR — que inicia com a
sequéncia minima de ligacdo ao zinco (HEXXH) presente na maioria das
metaloendopeptidases. Outra regido bastante conservada (SXMHY) inclui um
residuo de tirosina envolvido na ligagcdo ao zinco e um residuo de metionina
envolvido em uma volta de metionina presente na cadeida polipeptidica (BOND;
BEYNON, 1995). Os membros da familia das astacinas podem possuir na sua

porcado C-terminal outros dominios ndo cataliticos bastante conservados, tais como:
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dominio do tipo EGF, dominio do tipo CUB e/ou dominio MAM (GOMIS-RUTH,
2003).

A familia Astacinas recebeu este nome devido a primeira descricdo dessas
zinco-peptidases ter sido de uma enzima digestiva de Astacus astacus
(DUMERMUTH et al., 1991; STOCKER et al., 1995). Fazem parte dessa familia
proteases digestivas, proteases extracelulares e proteases ligadas a membrana que
estdo envolvidas no processamento de peptideos e atuam na ativacéo de fatores de
crescimento, degradacdo de polipeptideos e processamento de moléculas
extracelulares (DUMERMUTH et al.,, 1991; BOND; BEYNON, 1995; MOHRLEN;
BOND; STOCKER, 2004; GOMIS-RUTH, 2003). As enzimas do tipo astacinas sdo
amplamente conservadas evolutivamente e tem sido encontradas em diferentes
espécies, como humanos, camundongos, ratos, anfibios, peixes, insetos, moluscos
e até em bactérias, 0 que demonstra sua importancia biolégica (BOND; BEYNON,
1995; MOHRLEN; BOND; STOCKER, 2004). Os membros originais da familia sdo: a
astacina do Astacus astacus, BMP-1 (proteina morfogenética de 0sso-1) de 0sso
humano, meprinas de rim de camundongo e de intestino humano e UVS.2 uma
proteina do desenvolvimento de embrides de Xenopus laevis (BOND; BEYNON,
1995). Essas enzimas sdo sintetizadas como pro-enzimas inativas e a remocao das
pro-sequéncias constitui o principal mecanismo de ativagdo (BOND; BEYNON,
1995); porém, existe descricdo de uma astacina recombinante de Limulus
polyphemus que possui atividade mesmo na sua forma de pré-enzima (BECKER-
PAULY et al., 2009). Nesse artropode ancestral (Limulus polyphemus) foram
descritas duas astacinas, uma denominada LAST (“Limulus astacin”) que possui o
dominio catalitico e a volta de metionina e outra denominada LAST-MAM devido a
presenca de um dominio MAM na sua porc¢éo carboxi-terminal. Tais astacinas foram
encontradas em diferentes tecidos e pela distribuicdo observada no tecido cerebral e
no olho acredita-se que possam desempenhar fun¢cdes no sistema nervoso central
(BECKER-PAULY et al., 2009). Em nematodeos Caenorhabditis elegans existem 40
genes que codificam astacinas, as quais constituem a familia NAS (“Nematode
Astacins”). As astacinas de C. elegans sao divididas em 6 grupos distintos porque
elas diferem nas suas estruturas C-terminal, tanto na diversidade de dominios ndo
cataliticos quanto na quantidade de repeticbes desses dominios na sequéncia
protéica (MORHLEN; HUTTER; ZWILLING, 2003). A NAS-37 tem fungdo importante
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no desenvolvimento da larva de C. elegans, medeia as ecdises e a presenca de
mutac¢des no gene da NAS-37 resultam em defeitos durante os processos de muda
(DAVIS et al.,, 2004). A astacina descrita como constituinte do veneno de L.
intermedia (LALP) possui os dominios conservados da familia das astacinas
(HEXXHXXGXXHEXXRXDR e SXMHY) e ndo apresenta dominios ndo cataliticos na
porcao C-terminal (da SILVEIRA et al., 2007c), como ocorre também no prototipo da
familia (Astacina de A. astacus) e na LAST (“Limulus astacin”) (GOMIS-RUTH, 2003;
BECKER-PAULY et al., 2009). A funcdo biolégica da LALP ainda ndo é
completamente elucidada, uma vez que os estudos com tal toxina ficaram restritos a
ensaios “in vitro” devido a dificuldade de obtencdo dessa toxina recombinante
soltvel, ativa e quantidade suficiente para ensaios “in vivo” (da SILVEIRA et al.,
2007c).

Portanto, o presente trabalho objetiva ampliar os estudos a respeito da
presenca de toxinas da familia das astacinas como constituintes de venenos, visto
que a LALP foi a primeira descricdo de uma astacina em veneno animal. O estudo
sera focado na identificagdo de novas astacinas em veneno de Loxosceles
intermedia e caracterizacdo das metaloproteases do veneno de duas outras

espécies de Loxosceles: L. laeta e L. gaucho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Identificar e caracterizar as metaloproteases dos venenos das trés principais
espécies de aranha marrom de importancia clinica no Parana: L. intermedia, L. laeta

e L. gaucho.

2.2 Objetivos Especificos

= Verificagdo da existéncia de diferentes isoformas de metaloproteases do tipo
astacinas através de rastreamento da biblioteca de cDNA de glandulas de veneno
de L. intermedia;

»  Subclonagem das diferentes isoformas em vetor de expressao;

= Avaliacao de reatividade cruzada dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L.
gaucho através de reacdes de imunowestern blotting e ELISA,

= Avaliacdo da atividade gelatinolitica dos diferentes venenos: L. intermedia, L.
laeta e L. gaucho;

» Rastreamento, identificacdo e caracterizacdo de metaloproteases presentes
nos venenos de L. laeta e L. gaucho.

= Avaliacdo da identidade aminoacidica entre as diferentes astacinas

identificadas e outros membros da familia das astacinas ja descritos na literatura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os sais, acidos, bases, solventes organicos e a fenantrolina foram adquiridos
da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os anestésicos foram adquiridos da empresa
Vetbrands (Jacarei, Sdo Paulo).Os marcadores de massa molecular para SDS-
PAGE, o BSA, o agar-agar, os adjuvantes utilizados nas imuniza¢des, o Ponceau-S,
o OPD e os anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de “Western Blotting”. e
ELISA foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MIl, EUA). As enzimas de restricdo e
modificacdo, o marcador de numeros de pares de bases “Gene Ruler 100 pb DNA
Ladder Plus” e o IPTG foram adquiridos da empresa Fermentas (Vilnius, Lituania). O
BCIP, o NBT e o brometo de etidio foram adquiridos da Promega (Madison, WI,
EUA). Os reagentes SDS, corante Azul de Coomassie, Tris e Glicina foram
adquiridos da GibcoBRL (Grand Island, NY, EUA). O TRIzol, a agarose, a resina Ni-
NTA agarose e o0s reagentes para RT-PCR foram adquiridos da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA). DEPC e os antibidticos foram adquiridos da USB (Cleaveland,
OH, EUA). Os oligonucleotideos empregados em PCR foram sintetizados pela
Bioneer (Daejeon, Korea). Os reagentes para meio de cultura, tais como peptona,
extrato de levedura e triptona foram adquiridos da BD (Sparks, MD, EUA).

3.2 Animais

Os coelhos neozelandeses adultos pesando aproximadamente 3kg foram
obtidos junto ao Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Parand e utilizados para producdo de anticorpos anti-LALP1 seguindo os
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacédo Animal (CEEA)
do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Paranad (UFPR),
certificado n° 246 (em anexo). As aranhas utilizadas para obten¢do do veneno foram
mantidas em condi¢cdes apropriadas, com agua a vontade e com restricdo alimentar
somente durante os 15 dias antecedentes a coleta do veneno para evitar
contaminagdao com egesta. A utilizacdo de organismos geneticamente modificados
foi autorizada pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIO)
(parecer técnico N° 542/2006, DOU N°79, Secéo 1, pagina 9, 26/abril/2006 — em

anexo).
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3.3 Obtencé&o do Veneno Total

O veneno de L. intermedia foi obtido de aproximadamente 200 aranhas que
foram submetidas a eletrochoque de 15V no cefalotérax (FEITOSA et al.,1998), a
goticula cristalina de veneno foi coletada das queliceras com micropipeta,
solubilizada em 500uL de PBS (NaCl 100mM; Tampéao Fosfato de Sodio 10mM; pH
7,3) e mantida em gelo até o final da coleta. Os venenos de L. laeta e L. gaucho
foram gentilmente cedidos pelo CPPI. Os venenos foram dosados através do
método de Bradford (BRADFORD,1976), diluidos com PBS para concentracédo final

de 2mg/mL, aliqguotados em 50uL e armazenados em “freezer” a -20° C.

3.4 Quantificacdo de Proteinas

A quantificacdo das proteinas dos venenos totais foi realizada baseada no
método do Azul de Coomassie descrito por BRADFORD (1976). Utilizou-se os
reagentes do “Kit Il BioRad Protein Assay” que contém albumina de soro bovino
como padrao de proteina e solugdo corante — Reativo de Bradford (corante, acido
fosférico e metanol). O padrdo de proteina e o reativo foram diluidos e armazenados
conforme instrugdes do fabricante. Os ensaios foram realizados em microplacas, o
que reduz o gasto de proteina no momento da dosagem e aumenta a sensibilidade
do método. As amostras protéicas foram submetidas a diluicdo seriada em PBS
(1:10,1:100, 1:1000), o BSA foi diluido em PBS atendendo gradiente linear de
0,25 ug/mL; 0,5ug/mL; 1,0 ug/mL; 1,5 ug/mL; 2,0 ug/mL. Em placa de 96 pocos
MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram colocados 20uL tanto das amostras de
proteina padrdo quanto das proteinas de concentracdo desconhecida; para a leitura
do branco foi utilizado 20uL de PBS e todas as amostras foram feitas em duplicata.
Adicionou-se 200uL do reativo de Bradford e apds incubacéo de 5min a temperatura
ambiente, as absorbéancias das reagfes colorimétricas foram mensuradas em leitor
de ELISA (Meridiam ELX 800) com filtro 595nm programado para descontar a leitura
do branco das leituras das amostras de interesse e calcular a curva a partir das

concentracfes da proteina padréo.

3.5 Eletroforese em Gel Desnaturante de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida com dodecil sulfato

de sédio (SDS) em condic¢des redutoras (5% de B-mercaptoetanol) ou ndo redutoras
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(ensaios de zimograma). Os géis de separacdo foram preparados com 12,5% de
mistura de acrilamida 30% (29,2% de acrilamida, 0,8% de N, N’-metileno-bis-
acrilamida) em volume final de 16mL. A solucéo foi preparada com 5,4mL de agua
MiliQ, 4,0mL de tampéao “lower” (Tris 1,5M; SDS 0,4% (p/v); pH 8,8) e 6,6mL de
mistura de acrilamida 30%. Imediatamente antes de colocar a solugcdo do gel no
aparato de corrida, os catalisadores foram adicionados (40uL de APS e 40uL de
TEMED). Ap6s a polimerizacdo, os géis de empacotamento (“stacking”) foram
preparados da mesma maneira que o gel de separagédo, mas com 3% de mistura de
acrilamida 30% e volume final de 6mL. A solucdo do gel de empacotamento foi
prepara com 3,7mL de agua ultrapura, 1,5mL de tampéao “upper” (Tris 1M; 0,4% SDS
(p/v); pH 6,0), 0,8mL de mistura de acrilaminda, 40uL de APS e 40uL de TEMED.
Para deteccao de proteinas ap0s a corrida eletroforética, os géis foram corados com
Azul Brilhante de Coomassie 0,02% (p/v) dissolvido em metanol 50% (v/v), acido
acético 10% (v/v) e agua ultrapura em quantidade suficiente para completar 100%
(V/v).

3.6 Identificagdo dos cDNAs codificantes da LALP2 e da LALP3

As duas novas isoformas de astacinas do veneno de L. intermedia foram
identificadas através de pesquisa de homologias frente aos bancos de dados de
proteinas, com o uso da ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”) na
pagina do NCBI (“National Center for Biotechnology Information”) (www.ncbi.nlm.nih.

gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990), utlizando os cDNAs previamente
sequénciados de diferentes clones da biblioteca de cDNA da glandula de veneno de
L. intermedia ja existente no laboratorio (CHAIM et al., 2006). Brevemente, esses
cDNAs foram obtidos a partir da sele¢do aleatéria de 170 diferentes clones da
biblioteca, os quais foram submetidos a minipreparacdo de plasmideos e
sequénciados. As sequéncias aminoacidicas deduzidas para a LALP2 e LALP3
foram analisadas quanto a presenca de peptideo sinal hidrofébico utilizando a
ferramenta SignalP disponivel na pagina do Expasy (“Expert Protein Analysis
System”) (www.expasy.org/tools) que se baseia no método descrito por NILSEN e

colaboradores (1997). Os aminoéacidos de inicio das proteinas maduras (sem pré e
pré peptideos) foram identificados por comparacdo com dados da literatura
(FORADORI et al., 2006). As sequéncias da LALP2 e da LALP3 foram depositadas
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no banco de dados do GenBank e os niumeros de acessos sao: LALP2 — GQ227490;
LALP3 — GQ227491.

3.7 Subclonagem dos cDNAs codificantes da LALP2 e da LALP3 maduras

ApOs caracterizacdo da LALP2 e LALP3, os cDNAs referentes as astacinas
maduras contidos no vetor pSPORT1 da biblioteca de cDNA foram modificados por
PCR de alta fidelidade utilizando-se Pfu DNA polimerase com oligonucleotideos
iniciadores especificos para originar um produto contendo nas extremidades sitios
das enzimas de restricdo Nde | e BamH | para a LALP2 (FIGURA 6A) e sitios das
enzimas de restricdo Xho | e BamH | para a LALP3 (FIGURA 6B). Os produtos de
PCR e o vetor pET-14b foram digeridos com as respectivas enzimas e as reac¢oes de
ligacdo foram realizadas com T4 DNA ligase na proporc¢éo 3:1 (inserto/vetor) a 16°C
por 16h em volume maximo de 10uL. Os produtos das ligacdes (2uL de cada
ligacdo) foram utilizados para transformacdo de E. coli DH5a eletrocompetente
(30uL). As células foram eletroporadas em eletroporador (Gene Pulser X-Cell,
BioRad, Hercules, CA, EUA) para entrada dos plasmideos (2uL) com o inserto de
interesse. Imediatamente apos a eletroporacdo, as bactérias foram colocadas em
tubo de polipropileno contendo 970uL de meio SOC (triptona 20g/L, extrato de
levedura 5g/L; NaCl 0,5¢/L; KCI 2,5mM; MgCl, 10mM, MgSO, 10mM, glicose 0,2M)
e mantidas sob agitacdo branda por 1h a 37°C (periodo de recuperacdo). As
bactérias recuperadas foram plagueadas em meio LB-agar (triptona 10g/L, extrato
de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, agar-agar 15g/L) suplementado com ampicilina
(100ug/mL). O plaqueamento foi feito com auxlio de algca de Gauss estéril em duas
placas, sendo que em uma delas foi plaqueado 100ul da cultura de [gaicts em
SOC e a outra recebeu os 900ul restantes que foram centrifugados (2.000xg, 2min,
T.A.) e ressuspensos em 100l de meio SOC. As placas foram incubadas a 37°C por
16h em BOD (BOD 411D, Nova Etica, Campinas, Brasil).

Para identificar os clones contendo o inserto orientado corretamente, realizou-
se PCR de col6nia (técnica “toothpick™ com oligonucleotideos iniciadores do vetor
(“T7 promoter” que anela na regido promotora T7) e do inserto (mesmo iniciador
“anti-sense” utilizado para a clonagem). Nos microtubos de PCR contendo as
bactérias foram adicionados tampao para Taqg DNA polimerase (1 X); dNTPs

(0,2mM); MgCl; (1,5mM); oligonucleotideo “T7 promoter” (0,2 mM); oligonucleotideo
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do inserto (0,2mM) e Taq DNA polimerase (1,25U/50ul). Essa mistura foi colocada
em termociclador e submetida aos ciclos: 1 ciclo a 95°C/5min; 35 ciclos a 95°C/30s —
50°C/30s — 72 °C/1min; 1ciclo 72°C/10min e 1 ciclo de espera a 4°C/«. O produto foi
analisado em gel de agarose 2 % corado com brometo de etideo.

Os plasmideos (astacina/pET-14b) de trés clones positivos de cada isoforma
foram purificados por minipreparagdo com reagentes do kit “Wizard Plus SV
Minipreps DNA purification Systems” (Promega) e as constru¢cdes corretas foram
confirmadas por sequénciamento de ambas as fitas, utilizando os iniciadores “T7
promoter” e “T7 terminator” com reagente “DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit” (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) sequenciados em
sequénciador automéatico “MegaBace™ 1000 DNA Analysing Systems" (GE
Healthcare) Os resultados dos sequénciamentos confirmaram a orientacdo e a
correta fase de leitura. A expressdo heteréloga sera realizada na continuidade do
desenvolvimento do projeto durante o doutorado. Realizaremos os testes de
expressdo, com o0s quais definiremos as condicdes Otimas para expressao
(temperatura, quantidade de indutor e tempo de induc&o) das astacinas em E. coli
na forma sollvel e biologicamente ativas, com intuito futuro de realizar ensaios de

atividade “in vitro” e “in vivo”.

3.8 Expresséo heteréloga e purificagcdo da LALP1

A expressdo da LALP1 em procariotos e a purificacdo da proteina recombinante
foram obtidas como descrito por DA SILVEIRA e colaboradores (2007c).

Uma colbnia isolada da construcdo LALP1/pET-14b em E. coli BL21(DE3) pLysS foi
inoculada em 15mL de meio LB liquido (triptona 10g/L; extrato de levedura 5g/L e NaCl
10g/L), contendo ampicilina 100ug/mL e cloranfenicol 34pg/ml e esta cultura foi incubada
por 16h a 37°C sob agitagdo (200xg). A partir da diluicdo dessa cultura saturada (1:100)
foi feito in6culo de 1L em meio LB liquido mantido a 37°C sob agitacdo até atingir
densidade 6tica entre 0,4-0,6 em 550nm. Nesse momento, a cultura foi refrigerada
em banho de agua e gelo e a expressao da proteina recombinante foi induzida pela
adicdo de IPTG para uma concentracdo final de 0,1mM, sendo a cultura incubada
por um periodo de 4h a 30°C, sob agitagdo. As bactérias foram recuperadas por
centrifugacdo a 9000xg e ressuspensas em 40mL de tampao de extracéo
desnaturante (uréia 8M, NaH,PO, 50mM; NaCl 0,5M e imidazol 10mM) contendo

lisozima 1mg/mL. Apos 16h em “freezer” a -80°C o lisado foi descongelado, mantido
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a 37°C por 30min, passado na “French Pressure Cell Press” (“French Press”)
(American Instrument Company, Maryland, United States) 5 vezes consecutivas e
centrifugado por 30min a 9000xg. O sobrenadante foi incubado com 1mL da resina Ni-
NTA agarose (previamente equilibrada com o mesmo tampao de extracdo sem lisozima) a
temperatura ambiente por 1h. Apos este periodo de ligacdo, uma coluna foi empacotada
com a suspensdo de Ni-NTA agarose e lavada exaustivamente em tampao de lavagem
desnaturante (uréia 8M; NaH,PO4 50mM, pH 7,8; NaCl 500mM; imidazol 20mM) até que a
D.0O.2g0nm €Stivesse igual ou inferior a 0,010. A proteina recombinante desnaturada foi eluida
com o tampéo de eluigdo (uréia 8M; NaH,PO4 20mM; NaCl 500mM, imidazol 250mM). O
grau de pureza da proteina foi avaliado por SDS-PAGE e o eluato foi dializado
exaustivamente contra agua deionizada. A proteina obtida na forma insoltvel foi recuperada
por centrifugacdo (4000xg por 10min & 4°C) e ressuspensa em 2mL de PBS. A suspensao
da proteina insoluvel foi quantificada por espectrofotometria em 280nm, na presenca de
hidrocloreto de guanidina 6M e fosfato de sodio 20mM (pH 6,5), levando-se em
consideracdo que 1mg/mL da proteina pura equivale a D.O.2,n=0,982, de acordo com os
parametros fisico-quimicos determinados com o uso da ferramenta ProtParam, na pagina do

Expasy.

3.9 Producéo de anticorpos policlonais anti-LALP1 em coelhos

As imunizagOes foram realizadas em dois coelhos adultos de acordo com
protocolo de HARLOW e LANE (1998). As inoculacdes foram realizadas com 100ug
da toxina LALP1 insoluvel suspensa em PBS e dividida em 3 aliquotas de 100ul
aplicadas em 3 pontos diferentes: dois intramusculares e um intradérmico. A primeira
dose do antigeno foi feita com adjuvante completo de Freund e os reforgos,
aplicados em meédia a cada 21 dias, foram feitos com adjuvante incompleto de
Freund. O soro pré-imune foi obtido antes da primeira imunizacdo através da coleta
de aproximadamente 10mL de sangue via veia auricular, sendo o procedimento
realizado apds a anestesia dos coelhos com cloridrato de ketamina (80mg/Kg) e
xilosina (9mg/Kg). O sangue foi colocado em tubo de vidro, mantido a 37°C por 1h e
a 4°C por 16h para retracdo do codgulo e posterior separagdo do soro por
centrifugacéo (5min a 3000xg). Depois de seguidas imunizagdes, 0 soro hiperimune
foi obtido seguindo os mesmo procedimentos da coleta realizada para o soro pré-
imune. Tanto o soro pré-imune quanto o soro hiperimune foram aliquotados em

microtubo (1mL) e armazenados a -20°C. Os soros hiperimune anti-veneno de L.

36



Materiais e Métodos

intermedia foram previamente produzidos em coelhos e séo utilizados rotineiramente
no laboratério (LUCIANO et al., 2004; CHAIM, et al., 2006). Os soros hiperimunes
anti-veneno de L. laeta e anti-veneno de L. gaucho foram gentilmente cedidos pela
Prof®. Dra. Katia Cristina Barbaro do Laboratério de Imunopatologia do Instituto

Butantan, Sao Paulo.

3.10 ELISA (*Enzime Linked Imuno Sorbent Assay”)

Imunoensaios utilizando ELISA de captura foram realizados com os venenos
de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho diluidos em PBS. Placas de 96 pocos
MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram sensibilizadas com 100uL/poco da
solucdo de cada veneno (10ug/mL), incubados em camara umida por 2h a
temperatura ambiente. Os pocos foram lavados com PBS e o bloqueio foi realizado
com solucdo de PBS-BSA 3% (200uL por poco) por 2h a temperatura ambiente.
Durante o tempo de incubacgao, foram feitas diluicdes seriadas dos soros anti-LALP1
e pré-imune em PBS-BSA 3% (1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:5000 e
1:10000). Apo6s a retirada do bloqueio, foi adicionado 100uL de cada uma das
diluicbes dos anticorpos primarios nos poc¢os das placas dos diferentes venenos
(cada diluicao foi feita em quadruplicata, tanto para o soro hiper quanto para o pre-
imune) por 16h a 4°C. Novas lavagens foram realizadas com PBS-BSA 3% e as
placas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente com anticorpo secundario:
IgG anti-coelho conjugado com peroxidase (diluicdo 1:5000). As reacdes
colorimétricas foram reveladas utilizando OPD (orto-fenil diamina) (0,2mg/mL) e
peréxido de hidrogénio (0,06%) em tampéo citrato de sodio 24mM, pH 5,0. A
revelacao foi feita no escuro e interrompida com 100uL de solucéo de acido sulfurico
3M. O branco foi realizado da mesma maneira que as demais amostras, porém sem
a sensibilizacdo da placa com qualquer veneno. As absorbancias foram medidas em
leitor de ELISA (Meridiam ELX 800) com filtro 490nm. Para a construcédo do grafico
das médias das leituras obtidas para cada veneno em cada concentracdo, as
leituras do branco e do soro pré-imune foram descontadas das leituras dos testes

com soro hiperimune.
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3.11 Ensaios de “Western Blotting”

Amostras dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (12,5ug de cada)
e da LALP1 (5ug) foram preparadas separadamente em tampé&o de amostra com 5%
de B-mercaptoetanol, fervidas por 5min a 100°C e aplicadas em géis desnaturantes
de poliacrilamida 12,5% (gel de separacdo) com “stacking” (gel de empacotamento).
A corrida eletroforética foi realizada em cubas com tampao de corrida a 35mA. ApGs
o término da corrida, os perfis protéicos foram transferidos para membrana de
nitrocelulose, imersos em tampéo de transferéncia por 16h a voltagem constante de
25mV. Em seguida as membranas foram coradas com Ponceau-S para verificar a
eficiéncia da transferéncia e recortar as tiras permitindo a posterior incubagéo com
diferentes anticorpos. As tiras de nitrocelulose foram bloqueadas com leite
desnatado em po6 (Molico, Nestlé) 3% (p/v) em PBS por 1h (T.A.). As membranas
contendo os perfis protéicos dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho
foram incubadas com 2mL de solu¢cdo de soro hiperimune anti-LALP1 (1:1000
diluido na mesma solucédo de bloqueio) por 2h, T.A. e sob constante agitacdo. Cada
uma das membranas contento LALP1 foi incubada com 2mL dos diferentes soros
hiperimune anti-veneno (1:1000 diluidos na mesma solugdo de bloqueio): anti-L.
intermedia, anti-L. laeta e anti-L. gaucho nas mesmas condi¢cdes descritas acima.
Todas as membranas foram lavadas 5 vezes por 3min com PBS-leite na auséncia
de anticorpo e incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho conjugado
a fosfatase alcalina (1:5000) por 1h (T.A.). Ap6s 5 lavagens, as reacdes foram
reveladas com o substrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3indoil fosfato) e o cromdgeno
NBT (“nitro blue tetrazolium”) em tampao 6timo para atividade de fosfatase alcalina
(Tris-HCI 200mM pH 9,5; NaCl 200mM e MgCl, 5mM).

3.12 Ensaios de Zimograma

Os zimogramas foram feitos usando SDS-PAGE 12,5%, contendo 3mg de
gelatina/mL de gel. Amostras em estudo (3ug de veneno de L. intermedia, L. laeta e
L. gaucho) foram diluidas em tampao de amostra ndo redutor e submetidas a
eletroforese a 4°C (35mA). Os géis foram lavados 2 vezes (20min cada) em 2,5% de
Triton X-100 e incubados a 37°C por 16h em tampao 6timo para atividade enziméatica
(Tris 50mM pH=7,4; NaCl 200mM; CacCl, 0,5mM; MgCl, 0,5mM; ZnCl, 0,5mM). Apbs
o tempo de incubacdo, os géis foram corados pelo corante Azul Brilhante de
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Coomassie e descorados com trocas sucessivas de metanol 50% (v/v). As bandas
claras lisadas do substrato contra um fundo de coloragéo azul indicam a presenca
da degradacéo enzimatica (proteases). O inibidor 1,10-fenantrolina (5mM), quelante
de metal divalente, foi utilizado no tampéo de incubacdo dos zimogramas para

verificar se a atividade observada correspondia a metaloproteases.

3.13 RT-PCR para obtencdo de cDNAs das glandulas de veneno de L. laeta e L.
gaucho

Trinta espécimes adultas de L. laeta e L. gaucho foram submetidas a extracao
de veneno por eletrochoque e apds cinco dias foi realizada a extracdo de RNA das
glandulas. Para tanto, as vidrarias, agulhas e laminas de barbear (Gilette) foram
esterilizadas a 200°C por 8h; os microtubos de 2mL e as ponteiras foram
autoclavadas por 40min e todo o procedimento foi realizado utilizando luvas e
mascara em sala e bancada previamente limpas com solucéo de hipoclorito (3%) e
alcool 70%, para evitar contaminagdo com RNAses. As aranhas foram anestesiadas
em atmosfera de cloroférmio, com a lamina de barbear foi retirada a por¢ao dorsal
do cefalotérax, os pares de glandulas foram coletados com auxilio de agulhas e,
imediatamente, congelados nos microtubos em gelo seco. Para a extracdo do RNA
total por método baseado em CHOMEZYNSKI (1993), foram adicionados 750uL de
TRIzol aos microtubos com as glandulas congeladas e homogeinizados com
homogeinizador de tecidos (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). Apés 5min em temperatura
ambiente, foram adicionados 150uL de cloroférmio, 0s microtubos foram
vigorosamente agitados por 15 segundos e centrifugados a 20.000xg, por 20min, a
4°C. As trés fases formadas apos a centrifugacdo correspondem a fase aquosa
contendo RNA, fase protéica e fase organica contendo DNA gendmico. Com
micropipeta retirou-se cuidadosamente a fase aquosa, adicionou-se 375uL de
isopropanol e os tubos foram mantidos em T.A. por 10min para precipitacdo do RNA.
Apés centrifugacdo (20.000xg, 30min, 4°C), o sobrenadante foi descartado,
adicionou-se cuidadosamente 1mL de etanol 75% para lavar o pellet de RNA e
novamente foi centrifugado por 5min. Apos retirada do sobrenadante, os microtubos
foram abertos em fluxo laminar, imersos em gelo, até secar o pellet que foi
ressuspendido em 10uL de agua ultrapura tratada com DEPC (dietilpirocarbonato).

O RNA total de glandulas de veneno de L. laeta e L. gaucho foi submetido a reacdes
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de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa) para
obtencdo de cDNAs correspondentes aos mRNAs presentes nas glandulas de
veneno. Os microtubos de PCR contendo Oligo DT (0,5ug/uL), RNA total (1ug de L.
laeta ou L. gaucho) e &gua suficiente para 5uL foram colocados no termociclador
(My Cycler — Thermal Cycler BioRad) a 72°C por 5min para desnaturacao da fita
simples de RNA e retornados imediatamente ao gelo. Adicionou-se tampédo para
transcriptase reversa (1x); 2,5mM de MgCl,; 0,4mM de dNTPs, 20U de inibidor de
RNAase; agua DEPC-tratada suficiente para 10uL e foram colocados novamente no
termociclador a 42°C para anelamento do oligo-DT. Apos 1min, foi adicionado 200U

da transcriptase reversa e 0s microtubos foram submetidos aos ciclos de 25°C/5min,

42°C/60min, 70°C/10min e 4°C/° (ciclo de espera).

3.14 Rastreamento de astacinas e PCR de sequénciamento

Os cDNAs obtidos na RT-PCR foram utilizados como molde em reacdes de
PCR com oligonucleotideos iniciadores da LALP1 madura (43Rec sense: 5'-
CGCGTCGACAATGCTGTGAAATATGACCAG-3’ e 43Rec anti-sense
5'CGGGATCCTCACACATTTACATACGGACGT-3’). As reacgOes foram realizadas
em tubo de PCR, volume final de 20uL, com DNA polimerase de alta fidelidade com
0s seguintes reagentes: cDNA de L. laeta ou L. gaucho (2uL, equivalente a 10% do
volume final da reacéo), tampao para Pfu DNA polimerase sem magnésio, dNTPs
(0,2mM), MgSO,; (3mM ou 4mM), 43 Rec sense (0,5mM), 43 Rec anti-sense
(0,5mM), Pfu DNA polimerase (1,25U/50uL). As reacBes foram colocadas em
termociclador pré-aquecido (“hot-start”) a 95°C seguido dos ciclos: 95°C/2min (1
ciclo); 95°C/30s, 55°C/30s, 72°C/3min (10 ciclos); 95°C/30s, 63°C/30s, 72°C/3min
(10 ciclos); 72°C/5min (1ciclo); 4°C/> (ciclo de espera). Os produtos obtidos foram

analisados em gel de agarose 2% corados com brometo de etideo. Além da analise
em gel, esses produtos foram submetidos & PCR de sequenciamento, na qual as
duas fitas foram sequenciadas utilizando-se os mesmos iniciadores da PCR anterior
com o reagente “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit” (GE Healthcare) em
sequénciador automéatico “MegaBace™ 1000 DNA Analysing Systems” (Amersham
Biosciences). As sequencias obtidas foram analisadas no software Genetyx-Mac v7.3.
As sequéncias dos cDNAs de L. laeta e L. gaucho foram submetidas ao banco de

dados de familias protéicas — Pfam, disponivel em http://pfam.sanger.ac.uk/ — (FINN
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et al., 2008) para identificar a familia a que pertenciam e foram comparadas com
sequéncias depositadas no Genbank através da ferramenta BLASTp. As sequéncias
parciais de L. laeta e L. gaucho foram denominadas LALP4 e LALPS5,
respectivamente, e depositadas no banco de dados GenBank como “ESTs —
(nimeros de acesso: GR277667 para LALP4 e GR277668 para LALP5S).

3.15 Alinhamento de Mdltiplas Sequéncias

As sequéncias aminoacidicas das astacinas de Loxosceles foram submetidas
a comparagdo com o banco de dados GenBank através da ferramenta pBLAST
disponivel no NCBI. Os resultados obtidos foram confrontados e foram escolhidas,
para o alinhamento, somente sequéncias de astacinas de diferentes organismos
com valor de e-value < 10°. As sequéncias utilizadas e seus nimeros de acesso do
GenBank sdo: LALP2 (GQ227490), LALP3 (GQ227491), LALP4 (GR277667), LALP5
(GR277668), LALP1 (ABK20019), “Astacin” (CAB43519), LAST (CAQ16892.1),
LAST-MAM (CAQ16893.1), NAS-4 (AAB53827), NAS-6 (NP_503121), NAS-7
(CAD99206.1), NAS-15 (NP_508154.2), CBR-NAS-7 (AAP31996.1), hOvast
(CAD61265), mOvast (CAD61264), “sTolloid-like” (BAD01492.1), “hTolloidl”
(043897), “hTolloid2” (Q9Y6L7), “mTolloid” (NP033416), “hMeprinA” (NP_005579),
“mMeprinA” (NP_032611), “hMeprinB” (NP_005916), “mMeprinB” (NP_032612),
“Alveolin” (NP_001098139.1), BP10 (CAA39673), SPAN (AAA30072) and XHE
(BAA14003). O alinhamento de mudltiplas sequéncias foi realizado no programa

CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), o sombreamento indicando as

conservacbes aminoacidicas foi obtido pelo programa BOXSHADE

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html) e as identidades aminoacidicas

entre sequéncias foram comparadas para verificar as trocas aminoacidicas entre

astacinas de diferentes organismos em relacéo as astacinas de Loxosceles.
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4. RESULTADOS

4.1 Identificacdo de duas novas isoformas de astacinas presentes no veneno
de L. intermedia

As sequéncias protéicas deduzidas a partir das sequéncias nucleotidicas dos
cDNAs das duas novas isoformas de astacinas encontrados na biblioteca de cDNA
de glandulas de veneno de L. intermedia foram denominados de LALP2 e LALP3
(FIGURAS 6A e 6B). A LALP2 possui o peptideo sinal hidrofobico com 21 residuos
de aminoacidos (sublinhado na FIGURA 6A), pré-peptideo de 31 residuos e a
proteina madura com 204 residuos (inicio na asparagina destacada na FIGURA 6A).
Ja a LALP3 tem peptideo sinal hidrofobico com 24 residuos (sublinhado na FIGURA
6B), pro-peptideo com 19 residuos e a proteina madura tem 200 residuos de
aminoacidos (inicio na asparagina destacada na FIGURA 6B). As sequéncias das
duas isoformas possuem o sitio catalitico com residuos que sé&o conservados em
diferentes membros da familia das astacinas (HEXXHXXGFXHEXXRXDR), existem
quatro cisteinas (circuladas — Figuras 6A e 6B) que sdo conhecidas por formarem
pontes dissulfeto intra-dominio e a volta de metionina (SXMXY) que contém um
residuo de tirosina envolvido na ligagdo ao zinco. A pro-LALP2 tem massa molecular
estimada em 26,99 kDa com pl=7,84 e a prO-LALP3 tem massa molecular estimada
em 25,45 kDa com pl=9,12 e dois sitios possiveis para N-glicosilacdo (entre
colchetes - FIGURA 6B).
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FIGURA 6: SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS E AMINOACIDICAS DAS DUAS NOVAS
ISOFORMAS DE ASTACINAS DO VENENO DE L. intermedia. (A) Sequéncia da LALP2. (B)
Sequéncia da LALP3. Nas flechas estdo os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a
subclonagem molecular. O residuo de asparagina que indica o inicio das proteinas maduras esta
destacado por um quadrado. Nos retangulos estdo os dominios da familia das astacinas com os
residuos conservados destacados em preto. Nos circulos estédo os residuos de cisteina. Em (B),

entre colchetes estao destacados dois sitios de N-glicosilagcdo da LALP3.
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4.2 Subclonagem molecular dos cDNAs referentes as astacinas maduras de
L. intermedia (LALP2 e LALP3)

Os insertos referentes as astacinas maduras foram subclonados em vetor
pPET-14b. Apos a ligacdo dos insertos das astacinas maduras nos plasmideos de
expressdo pET-14b e transformacdo em E. coli DH5q, realizamos PCR das colbnias
resistentes ao antibidticos utilizando os oligonucleotideos do pET-14b (T7 e T7
terminator). Como mostrado nas FIGURAS 7A e 7B obtivemos clones positivos para
as duas isoformas e escolhemos 3 clones de cada isoforma para realizar
minipreparacdo dos plasmideos (construcdo pET-14b/LALP2 e pET-14b/LALP3) e
realizar sequénciamento para verificar se a fase de leitura foi mantida e se nao
houve qualquer alteracéo nas sequéncias. Os clones da LALP2 escolhidos foram os
clones 2, 9 e 23 e da LALP3 foram escolhidos os clones 5, 9 e 25. Essa escolha foi
realizada levando-se em consideracdo o formato da banda obtida (“sharp”) e a
especificidade da reacdo (auséncia de bandas de diferentes tamanhos) (FIGURA 7).
A subclonagem em pET-14b foi realizada com o intuito futuro de obter as isoformas
de astacinas recombinantes sollveis e ativas para submeté-las a ensaios de
atividade biologica “in vitro” (acéo frente diferentes moléculas de matriz extracelular,
efeitos sobre diferentes linhagens celulares — normais e tumorais —, investigar
possivel atividade anti-trombdtica) e “in vivo” (avaliar atuagdo das astacinas nos

quadros locais e sistémicos do loxoscelismo).
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FIGURA 7 - ANALISE EM GEL DE AGAROSE DE PCR DE COLONIA DAS DUAS ISOFORMAS
MADURAS DE ASTACINAS EM pET-14b. No canto esquerdo estao representados os marcadores
de pares de bases. (A) Representa as 24 colbnias testadas da LALP2. As colbnias 4 e 5 séo
coldnias negativas e as demais sdo positivas com banda na altura de aproximadamente 800pb. (B)
Representa as 29 colbnias testadas da LALP3. As colbnias 4, 5, 6, 8, 9, 11, 15 e 25 representam
colbnias positivas com banda na altura de aproximadamente 800pb.

4.3 Reatividade imunoldégica cruzada de metaloproteases presentes nos
venenos de Loxosceles spp

Para avaliar a relacdo da LALP1 — primeira metaloprotease da familia das
astacinas identificada no veneno de L. intermedia (da SILVEIRA et al., 2007c) com
toxinas nativas dos venenos de aranhas do género Loxosceles realizamos ensaios
de ELISA e W.B.. Foram realizados esses dois métodos porgue nos ensaios de
ELISA as proteinas ndo sao previamente desnaturadas e seus epitopos
conformacionais sdo preservados. Ja, nos ensaios de W.B., as proteinas sao
previamente desnaturadas com SDS e reduzidas com -mercaptoetanol e, portanto,

sdo analisados epitopos lineares e devido a separacao eletroforética é possivel
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identificar as mobilidades eletroforéticas aparentes das proteinas reconhecidas pelos
anticorpos. No ELISA (FIGURA 8A) foi utilizado 1ug/poco de veneno total diluido em
PBS de cada uma das espécies em estudo (L. intermedia, L. gaucho e L. laeta) para
etapa de sensibilizag&o, incubado posteriormente com diferentes concentragfes de
soro anti-LALP1 como anticorpo primario (1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000,
1:5000 e 1:10000) e o anticorpo secundario utilizado foi IgG anti-coelho na diluicdo
1:5000. Apos revelacdo com OPD e peroxido de hidrogénio, as absorbancias foram
medidas em leitor de microplaca com filtro 490nm. As maiores absorbancias foram
obtidas nas reacdes com os venenos de L. intermedia e L. laeta como antigenos e
soro anti-LALP1, sugerindo maior reconhecimento de epitopos ndo desnaturados
relacionados com a LALP1 em proteinas nativas dos venenos dessas espécies
quando comparado com o veneno da L. gaucho utilizado como antigeno. Na
tentativa de identificar a mobilidade eletroforética aparente das toxinas nativas
reconhecidas no ensaio de ELISA, foi realizado W.B. com amostras de veneno de L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta (12,5ug) e utilizado soro anti-LALP1 como anticorpo
primario (1:1000) e anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (IgG
anti-coelho 1:5000). Os resultados obtidos no W.B. (FIGURA 8B), indicam que o0s
anticorpos anti-LALP1 reconheceram epitopos desnaturados nos venenos das trés
espécies estudadas com bandas positivas na altura de 25-32kDa para L. intermedia,
26-30kDa para L. gaucho e 27-29kDa para L. laeta. No outro ensaio de W.B.
realizado, objetivou-se verificar se toxinas nativas relacionadas a LALP1, presentes
nos venenos, sdo moléculas antigénicas. O ensaio foi realizado com amostras da
LALP1 (5ug), soros anti-L. intermedia, anti-L. gaucho, e anti-L. laeta foram utilizados
na diluicdo 1:1000 e os anticorpos secundarios (IgG anti-coelho) foram utilizados na
diluicdo 1:5000. Na FIGURA 2C pode-se observar que os anticorpos anti-venenos
de cada espécie reconhecem epitopos lineares da LALP1 sugerindo que nos
venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta existem proteinas nativas com
epitopos imunogénicos relacionados com a metaloprotease recombinante da familia
das astacinas (LALP1). Portanto, nas imunoreacdes cruzadas realizadas observa-se
que anticorpos anti-LALP1 reconhecem toxinas nativas dos venenos de L. laeta, L.
gaucho e L. intermedia e anti-venenos (de L. laeta, de L. gaucho e de L. intermedia)
reconhecem a astacina recombinante (LALP1) (FIGURAS 8B e 8C), sugerindo a

existéncia de astacinas nos venenos estudados.
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FIGURA 8: REACAO IMUNOLOGICA CRUZADA ENTRE METALOPROTEASES DOS VENENOS
DE Loxosceles spp. (A) ELISA realizado utilizando como antigenos 1ug/pogo dos venenos de L.
intermedia, L. laeta e L. gaucho para reagir com soro hiper imune anti-LALP1 em diferentes
concentragdes indicadas no eixo X. O eixo Y indica as médias das absorbancias obtidas ap6s a
leitura das reacBes em 490nm. O experimento foi realizado em quadruplicata contendo branco e
reagbes com soro pré-imune como controles negativos. (B) “Western Blot™: colunas 1 e 2 sédo
amostras de veneno de L. intermedia, colunas 3 e 4 L. gaucho de e colunas 5 e 6 de L. laeta
(12,5ug de cada veneno em cada amostra). As colunas 2, 4 e 6 mostram as bandas obtidas em
cada um dos venenos testados ap0s a revelacéo das tiras de nitrocelulose incubadas com soro
hiper imune anti-LALP1 (1:1000). As colunas 1, 3 e 5 sdo 0s controles negativos de cada veneno
em que as tiras de nitrocelulose foram incubadas com soro pré-imune (1:1000). (C) “Western
Blot”: membranas de nitrocelulose contendo amostras da LALP1 (5ug cada amostra) foram
incubadas separadamente com soros anti-venenos (1:1000): soro anti-L.intermedia (coluna 2),
anti-L.gaucho (coluna 3) e anti-L.laeta (coluna 4). A coluna 1 mostra a amostra de LALP1 corada
com PONCEAU-S.

4.4 Efeito gelatinolitico de toxinas nativas dos venenos das trés espécies de
Loxosceles e inibi¢cdo por 1,10- fenantrolina

Com intuito de relacionar atividade proteolitica das toxinas nativas que foram
identificadas nos ensaios de reatividade cruzada nos venenos das trés espécies de
Loxosceles com a atividade descrita para a LALP1 por DA SILVEIRA e
colaboradores (2007c), realizamos ensaios de zimograma em gel de poliacrilamida
copolimerizado com gelatina com o0s venenos dessas aranhas. O ensaio foi
realizado com 3ug de cada veneno, apos a corrida eletroforética o SDS foi trocado
por Triton-X100 e os géis foram incubados em tampdo Otimo para atividade
enzimatica na presenca e na auséncia do inibidor 1,10-fenantrolina (0,5mM) por 16h
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a 37°C. Na FIGURA 9A pode-se observar que os venenos de L. intermedia, L. laeta
e L. gaucho possuem atividade gelatinolitica na regido de 29kDa (regido proxima em
que foram identificadas toxinas no W.B.). Além disso, ao utilizar no tampéao 6timo de
incubacdo do zimograma 1,10-fenantrolina, que é um quelante de metais divalentes,
a atividade gelatinolitica foi totalmente bloqueada (FIGURA 9B), caracterizando
atividade metaloproteasica. Esses resultados de atividade gelatinolitica reforcam a
hipdtese inicialmente levantada com os resultados das imunoreacgdes; de que as
proteinas relacionadas a LALP1 presentes nos venenos de L. laeta e L. gaucho séo
também metaloproteases da familia das astacinas, jA& que o mesmo perfil de
atividade foi verificado para LALP1 (da SILVEIRA et al., 2007c).

kDa 1 2 3 kDa
45- 45.

29-
29-

15- 15.

FIGURA 9: ZIMOGRAMA DE GELATINA DOS VENENOS DE L. intermedia, L.
laeta e L. gaucho. (A) Zimograma de gelatina incubado em tampédo 6timo na
auséncia de inibidor de metaloproteases. (B) Zimograma de gelatina incubado
com tampao de 6timo na presenc¢a de 0,5mM de 1,10-fenantrolina.Tanto em A
quanto em B as colunas 1, 2 e 3 representam, respectivamente, amostras de
3ug de veneno de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho.

4.5 ldentificagdo de mMRNA de astacinas nas glandulas de venenos de L. laeta

e L.gaucho
Com intuito de melhor caracterizar as metaloproteases presentes nos
venenos de L. laeta e L. gaucho investigamos a qual familia essas proteases
pertenciam, j& que os resultados anteriores (imunoensaios e atividade gelatinolitica)
sugeriam que essas proteases poderiam pertencer a familia das astacinas.
Iniciamos purificando 0 mMRNA de glandulas de venenos de 30 espécimes de
aranhas de cada espécie sob investigacdo. Através de reacbes de RT-PCR
obtivemos os cDNAs e estes foram utilizados como molde em reagbes de PCR com
os oligonucleotideos iniciadores desenhados para LALP1, como descrito nos
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Materiais e Métodos. Foram obtidos fragmentos de aproximadamente 800pb tanto
para L. laeta quanto para L. gaucho (FIGURA 10). Esses fragmentos foram
submetidos a sequénciamento e a analise das sequéncias obtidas mostrou que
esses cDNAs codificam metaloproteases da familia das astacinas. Utilizamos para
este estudo sequéncias depositadas no Genbank através do BLASTp e também
buscamos os dominios de familias protéicas no Pfam. Os resultados do Pfam
mostram que tanto as sequéncias de L. laeta quanto a de L. gaucho possuem o
dominio aminoacidico caracteristico da familia das astacinas. Os resultados do
BLAST mostraram que as astacinas de L. laeta e L. gaucho, denominadas
respectivamente de LALP4 e LALP5, possuem alta identidade com a LALP1 e com
diferentes astacinas de outros organismos. Nas FIGURAS 11A e 11B temos as
sequencias dos cDNAs e as sequencias aminoacidicas das astacinas dos venenos
de L. laeta e L. gaucho. Podemos observar os residuos de aminoacidos que
compdem o sitio catalitico das astacinas (dentro do retangulo) e os residuos desse
sitio que sao extremamente conservados entre as diferentes proteinas que
pertencem a familia das astacinas (sombreados de preto), juntamente com a volta
de metionina (FIGURAS 11A e B — SXMXY sombreado de preto). Essas sequéncias
parciais de L. laeta e L. gaucho foram depositadas no banco de dados GenBank
como “ESTs — Expressed Sequence Tag” (numeros de acesso: GR277667 para
LALP4 e GR277668 para LALP5S).

800pb-
500pb-

FIGURA 10: GEL DE AGAROSE DOS PRODUTOS DE PCR DE
L. laeta e L. gaucho CORADO COM BROMETO DE ETIDEO. A
coluna 1 mostra o fragmento obtido no PCR com “primers”
especificos para LALP1 utilizando cDNA de L. laeta como molde e a
coluna 2 mostra o fragmento obtido no PCR com “primers”
especificos para LALP1 utilizando cDNA de L. gaucho como molde.
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FIGURA 11: SEQUENCIA NUCLEOTIDICA E AMINOACIDICA DAS
ASTACINAS IDENTIFICADAS EM VENENOS DE L. laeta E L. gaucho. (A)
Representa a sequéncia da LALP4 (L. laeta). (B) Representa a sequéncia da
LALP5 (L. gaucho). Dentro dos retdngulos estdo os dominios da familia das
astacinas com os residuos conservados destacados em preto
(HEXXHXXGFXHEXRXXDR) e a volta de metionina (SXMXY). Nos circulos
estdo os residuos de cisteinas. O residuo de asparagina da astacina de L.
gaucho que indica o inicio da proteina madura esta destacado por um quadrado.

4.6 Analise comparativa das sequéncias aminoacidicas das LALPs com
astacinas de diferentes organismos

As sequéncias aminoacidicas das duas novas isoformas de astacinas
encontradas na biblioteca de cDNA de glandulas de venenos de L. intermedia
(LALP2 e LALP3) foram comparadas com o banco de dados GenBank com auxilio
do algoritimo BLASTp e o alinhamento de multiplas sequéncias foi feito no ClustalW.
O alinhamento mostra que a maior conservagdo aminoacidica, ou seja, existéncia de
residuos de aminoacidos idénticos ou de residuos conservados na mesma regiao,
ocorre nas regides do sitio catalitico, na volta de metionina e em quatro cisteinas

que sao extremamente conservadas em todas as astacinas (FIGURA 12). O
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percentual de positividade que representa tanto as identidades (residuos
aminoacidicos idénticos) quanto a conservacao (residuos aminoacidicos diferentes,
mas de mesma natureza) entre as astacinas analisadas estd demonstrado na
TABELA 1. Dentre as astacinas de L. intermedia, a LALP2 e LALP3 possuem a
maior positividade (55%), a LALP2 apresenta 43% de positividade com a LALP1 e a
LALP3 tem 46% com a LALP1 (TABELA 1). As comparacdes entre as sequéncias de
astacina de L. laeta e L. gaucho (LALP4 e LALP5) com as demais astacinas sao
menos informativas devido ao fato de serem sequéncias parciais. Contudo, com as
comparacoes dessas sequéncias parciais com as astacinas de L. intermedia,
observa-se que a LALP4 e a LALP5 possuem grande homologia com a LALP1
(75%), a LALP4 possui 44% de positividade com a LALP2 e 48% com a LALP3. Ja a
LALP5 possui 39% de similaridade com a LALP2 e 40% com a LALP3. Baseado
nas positividades aminoacidicas, as LALPs sado provavelmente homélogas a outros
membros da familia das astacinas de distintos organismos, tais como: astacinas de
nematodeos; ovastacinas de camundongos e humanos; astacina de lagostim
Astacus astacus; toldides de humanos, camundongos e aranha; astacina de
artropode ancestral Limulus polyphemus e meprinas de humanos e camundongos.
Em geral, as maiores similaridades encontradas para as LALPs foram com membros
da familia das astacinas de nematédeos (NAS). Além disso, as LALPs sdo mais
similares com astacina de artrOpodes da espécie Limulus polyphemus (LAST e
LAST_MAM) do que com outra astacina de aranha (Achaearanea tepidariorum).
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LALP2 106 Me = TG IDPMHLKS
LALP3 105 Ve ETDARIIS - -GSVT
LALPS 106 N DTEAVEN
LALP1 106 NYFSIDTRKFKT
LALPA4 60 4GSV----
NAS4 107 i STMHY Gl=MAF Slels e
NAS15 106 -0
NAST 106 -F
CBR-NAS-7 106 -F
NASE 105 -R
hOvast 112 -L
mOvast 112 -Q
Alveolin 103 -8
hTolloidl 112 RMEDCGEVNS| A @M-FLDT
mTolloid 112 WMEDGEVNS| 7 GM-FLDT
hTolloid2 112 WMEAGEVSS| A GV-FLDT
sTolloid-like 112 SLTEEEVTS| ARNTIZS IS T- YL.DT
XHE 108 -DI]
BP10 117 -R
SPAN 117 -R
Astacin 102 e KV SIS T OWCVLET
LAST 105 RSRVT
LAST-MAM 105 TS
hMeprinA 104 sV
mMeprinA 104 SNEST
hMeprinB 105 TE
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LALP2 165 :EANKP— -GVTLISSR '1DREDE:H;EEPGKEKFS ——————————————————
LALP3 162 UKVKKP--GATLVNASLIUHEMA & PGKDKF - -~~~ - === ——— - == ==
LALPS 165 HGTRRT--RTPYEICHSIARKAELL - -~ - ——-——————————~—~ =~~~ =~~~ —~—~———~—__
LALP1 165 [JEPVEP--GLPMKS{]T

LALPA e e e
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NAST 165 IWPKVK------ S

CBR-NAS-7 165 WPKVK------ SATHRE

NASE 164 ETVENG- - - - FTQUME&TAMD

hOvast 168 TPLWAP----S-

movast 168 WPLWTS----S-

Alveolin 159 QP--NE----G-

hTolloidl 171 FLPSRD-DNCIRDZh{e)

mTolloid 171 MLPSRD-DNGIRDLAKe®)

hTolloid2 171 MLPRQD-DNGVRP

sTolloid-like 171 MLPOEDPTQRKRPERfeS)
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BP10 176 TTRDPR- - - - LNSRIllele)

SPAN 176 TTIDPR----LNSRilel)

Astacin 160 BVPLON------—----—-

LAST 164 TAKD----GTFLKEPYIJAPG

LAST-MAM 165 RPKQP- - - GUVIGP WK

hMeprinA 164 TAKI----DPEFNSIjiels)

mMeprinA 164 TTKI----PEFNTIjel®L.PDF|

hMeprinB 164 ETRI————SDFED

mMeprinB 164 |TRI----SEFED

FIGURA 12: ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE ASTACINAS DE DIFERENTES ORGANISMOS. Os
residuos de aminoacidos que fazem parte do dominio caracteristico da familia das astacinas estdo destacados
na figura. Os residuos que fazem parte do sitio catalitico e da volta de metionina estdo destacados no retangulo
por flechas. Os quatro residuos de cisteinas existentes em cada sequéncia de astacina estdo marcados com
asterisco. As sequéncias comparadas foram: LALP2 (“astacin-like metalloprotease toxin precursor 2 Loxosceles
intermedia” GQ227490), LALP3 (“astacin-like metalloprotease toxin precursor 3 Loxosceles intermedia”
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GQ227491), LALP4 (“astacin-like metalloprotease toxin Loxosceles laeta”, EST - GR277667), LALP5 (“astacin-
like metalloprotease toxin Loxosceles gaucho”, EST - GR277668), LALP (“astacin-like metalloprotease toxin
precursor Loxosceles intermedia” ABK20019), “Astacin” (Astacus astacus CAB43519), LAST (“Limulus
polyphemus astacin” CAQ16892.1), LAST-MAM (“Limulus polyphemus MAM-contaning astacin-like
metaloprotease” CAQ16893.1), NAS-4 (“Nematode Astacin-4” AAB53827), NAS-6 (“Nematode Astacin-6"
NP_503121), NAS-7 (“Nematode Astacin-7" CAD99206.1), NAS-15 (“Nematode Astacin-15" NP_508154.2),
CBR-NAS-7 (“C. briggsae Nematode Astacin” AAP31996.1), hOvast (“Human Ovastacin” CAD61265), mOvast
(“Mouse Ovastacin” CAD61264), sTolloid-like (“Spider Tolloid-Like” BAD01492.1), “hTolloid1” (“Human Tolloid-
like 1" 043897), “hTolloid2” (“Human Tolloid-like 2" Q9Y6L7), “mTolloid” (“Mouse Tolloid like” NP_033416),
“hMeprinA” (“Human Meprin alpha chain” NP_005579), “mMeprinA” (“Mouse Meprin alpha chain” NP032611),
“hMeprinB” (“Human Meprin beta chain” NP_005916), “mMeprinB” (“Mouse Meprin beta chain” NP032612),
“Alveolin” (“Fish astacin - Oryzias latipes” - NP_001098139.1), BP10 (“Urchin Blastula Protease10” CAA39673),
SPAN (“S. purpuratus Astacin-like protease” AAA30072) and XHE (“Xenopus Hatching Enzyme” BAA14003).

LALP2 LALP3 LALP4 LALP5
LALP2 55 44 39
LALP3 55 48 40
LALP4 44 48 72
LALP5 39 40 72
LALP1 43 46 75 75
Astacin 31 30 34 31
LAST 38 38 49 41
LAST-MAM 34 38 41 37
NAS-4 35 35 44 40
NAS-6 35 35 41 40
NAS-7 32 34 42 38
NAS-15 33 39 42 40
CBR-NAS-7 32 34 41 38
hOvast 25 26 36 30
mOvast 27 29 38 33
sTolloid 28 32 40 31
hTolloid1 31 29 38 31
hTolloid2 30 30 40 31
mTolloid 31 29 38 31
hMeprinA 24 27 33 24
mMeprinA 24 28 33 25
hMeprinB 29 26 35 32
mMeprinB 29 31 33 34
Alveolin 35 36 35 32
BP10 33 31 42 37
SpAN 34 30 42 35
XHE 26 31 38 27

TABELA 1. PORCENTUAL DE POSITIVIDADE OBTIDA A PARTIR DO
ALINHAMENTO DAS SEQUIAENCIAS~ DOS DIFERENTES MEMBROS DA
FAMILIA DAS ASTACINAS EM RELACAO AS LALPs.
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5. DISCUSSAO

Os acidentes com aranhas marrons séo caracterizados por quadro clinico de
envenenamento com manifestacées cutaneas e/ou sistémicas por seu veneno ser
composto por uma mistura de toxinas capazes de causar lesdes dermonecroticas
com espalhamento gravitacional, trombocitopenia por agregacdo plaquetaria,
anemia hemolitica e, em casos mais graves, faléncia renal aguda (FUTREL, 1992;
da SILVA et al., 2004; CHAIM et al., 2006).

Toxinologia é a ciéncia que se destina ao estudo de toxinas presentes em
organismos de todos os reinos. Dentro desse universo, 0s mecanismos moleculares
e celulares que levam aos principais sintomas do loxoscelismo, bem como a
caracterizagdo dos componentes dos venenos loxoscélicos e suas atividades
biolégicas, por ndo estarem completamente elucidados, sdo focos de constante
investigacao cientifica.

A caracterizacdo bioquimica das toxinas presentes nos venenos loxoscélicos
iniciou-se com estudos de bioquimica e imunologia classicas a partir do veneno total
(veneno extraido diretamente das aranhas), nos quais toxinas nativas foram
purificadas por diferentes técnicas cromatograficas e caracterizadas. Muito foi
descoberto a respeito das participacbes dessas toxinas nos efeitos deletérios do
loxoscelismo com estudos “in vitro” e “in vivo” do veneno total e fracdes protéicas
nativas purificadas (ELGERT et al., 1974; GEREN et al., 1976; FEITOSA et al.,
1998; VEIGA et al, 1999; YOUNG; PINCUS, 2001; LUCIANO et al.,, 2004;
BARBARO et al., 2005; MACHADO et al.,, 2005). Porém, o estudo isolado das
toxinas nativas que compdem o veneno total € um tanto limitado, uma vez que a
quantidade de veneno obtido através de coleta por eletroestimulacdo, como descrito
por FEITOSA e colaboradores (1998), é de poucos microlitros por animal (raramente
ultrapassa 4ul) e contém cerca de 65ug a 100ug de proteinas totais (SAMS et al.,
2001). Para a purificagdo das toxinas nativas sdo necessarios miligramas de veneno
total para que ao final do processo sejam obtidos poucos microgramas da fragao
protéica de interesse. Outro agravante € a grande quantidade de diferentes
proteinas presentes no veneno total e predominancia dessas na faixa de 5 a 40kDa,
o que dificulta ainda mais a eficiéncia da purificacdo por técnicas cromatogréficas.
Alternativamente, os avangos em biologia molecular possibilitaram realizar

clonagem, expressdo e purificagdo de quantidades significativas de proteinas
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presentes em venenos e avaliar de maneira individualizada estas toxinas que tem
atividades muitas vezes sinérgicas e estdo na mistura protéica que forma os
venenos loxoscélicos (KALAPOTHAKIS et al., 2007).

Hoje se acredita que existam mais de uma centena de diferentes membros
ou isoformas de uma mesma toxina sendo expressas no veneno total de aranhas do
género Loxosceles (da SILVA et al., 2004; MACHADO et al., 2005; KALAPOTHAKIS
et al., 2007). Provavelmente, os efeitos deletérios observados ap0s os acidentes
representem a soma total de atividades biologicas das diferentes toxinas do veneno.

As fosfolipases-D sao consideradas toxinas chaves para o envenenamento
loxoscélico porque sozinhas, tanto as toxinas nativas purificadas quanto as toxinas
recombinantes, sdo capazes de reproduzir a maioria dos sinais e sintomas do
loxoscelismo descritos para o veneno total (MACHADO et al., 2005; CHAIM et al.,
2006; da SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al., 2007b; de ANDRADE et al.,
2006; APPEL et al., 2008, RIBEIRO et al., 2007; de OLIVEIRA-CRISTOFF et al.,
2008). Tomando como exemplo o quadro cutaneo em que a resposta inflamatoria
local é essencial para o desenvolvimento da lesdo dermonecrética (da SILVA et al.,
2004; OSPEDAL et al., 2002), as fosfolipases-D sédo capazes de induzir ativacao
indireta e desregulada de neutrofilos via células endoteliais de vasos sanguineos,
processo que culmina em necrose (PATEL et al., 1994; DRAGULEV et al., 2007).

As proteases ja descritas como componentes dos venenos loxoscélicos sao
metaloproteases e serinoproteases; porém, estas toxinas foram menos estudadas
do que as toxinas dermonecréticas e suas funcdes nos efeitos deletérios dos
venenos de aranhas marrons ainda nao estdo bem caracterizadas. Os estudos
envolvendo hialuronidades, glicosidases responsaveis pela degradacdo de acido
hialurénico e descritas em venenos de diferentes espécies de Loxosceles, sugerem
gue tais enzimas atuem como fatores que aumentam a difusdo das demais toxinas
no organismo da vitima e estejam associadas com espalhamento gravitacional das
lesGes de pele (WRIGHT et al., 1973; YOUNG; PINCUS, 2001; VEIGA et al., 2001a,
BARBARO et al., 2005; da SILVA et al., 2004; da SILVEIRA, et al., 2007a).

No veneno de L. intermedia, FEITOSA e colaboradores (1998) descreveram
existéncia de duas toxinas nativas com atividade de metaloprotease e somente em
2002, DA SILVEIRA e colaboradores comprovaram que estas metaloproteases eram

constituintes proprios do veneno de L. intermedia e ndo provenientes de
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contaminacao digestiva do veneno, conforme criticas da época. As metaloproteases
do veneno de L. intermedia degradam componentes protéicos da matriz extracelular
como: fibronectina, entactina, proteoglicano de heparan-sulfato e fibrinogénio
(VEIGA et al., 2000b, 2001b; ZANETTI et al., 2002). Essas enzimas também foram
descritas em venenos de L. reclusa, L. deserta, L. rufescens, L. gaucho e L. laeta
(YOUNG; PINCUS, 2001; BARBARO et al, 2005; MACHADO et al., 2005;
FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

DA SILVEIRA e colaboradores (2007c) caracterizaram uma metaloprotease
presente no veneno de L. intermedia como pertencente a familia das astacinas. Em
diferentes venenos de animais sao encontradas metaloproteases; porém, o trabalho
de DA SILVEIRA e colaboradores (2007c) foi o primeiro achado de uma proteina da
familia das astacinas como constituinte de um veneno animal, uma vez que, as
metaloproteases de serpentes sdo da familia das adamalisinas. Os estudos com
metaloproteases das demais espécies de Loxosceles tiveram como objetivo mostrar
que existiam toxinas nativas dos venenos com atividade metaloproteasica e nao
caracterizaram a familia a que essas proteases pertenciam (YOUNG e PINCUS,
2001; BARBARO et al., 2005; MACHADO et al., 2005).

Os resultados obtidos com o desenvolvimento do presente estudo
acrescentam informacdes importantes a respeito das metaloproteases dos venenos
loxoscélicos, uma vez que identificamos duas novas isoformas de astacinas no
veneno de L. intermedia (LALP2 e LALP3) e caracterizamos metaloproteases do
veneno de L. laeta (LALP4) e L. gaucho (LALP5) como também pertencentes a
familia das astacinas. Tais resultados indicam a existéncia de uma familia génica
para astacinas presente tanto no veneno de uma Unica espécie (L. intermedia)
guanto nos venenos de L. laeta e L. gaucho, sugerindo que essa familia génica
esteja presente em todo o género Loxosceles.

A existéncia de diferentes isoformas ou membros de astacinas no veneno de
L. intermedia foi primeiramente cogitada apds analise de reagbes imunoldgicas
usando soro hiperimune anti-LALP1 contra veneno total de L. intermedia que
revelaram a existéncia de trés bandas em ensaios de W.B. na regido de 25-32 kDa
(FIGURA 2B). A procura de diferentes isoformas na biblioteca de cDNA de glandulas
de veneno de L. intermedia comprovaram a existéncia de mais duas isoformas que

denominamos LALP2 e LALP3, caracterizando uma familia de astacinas presentes
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no veneno de L. intermedia com trés diferentes isoformas (a LALP, previamente
descrita e agora denominada de LALP1, a LALP2 e a LALP3). Portanto, podemos
sugerir a existéncia de uma familia génica para astacinas em L. intermedia ja que
isolamos isoformas bastantes diferentes expressas no mesmo veneno, com as
seguintes positividades aminoacidicas: LALP1 tanto com LALP2 quanto com LALP3
apresenta 41% de positividade, LALP3 e LALP2 com 49%.

Os resultados obtidos nas reacdes imunologicas cruzadas mostram que
anticorpos contra a astacina de veneno de L. intermedia (LALP1) reconhecem
epitopos de toxinas existentes nos venenos de L. laeta e L. gaucho, tanto na forma
nao desnaturada (FIGURA 2A) quanto na forma desnaturada (FIGURA 2B). As
toxinas reconhecidas pelos anticorpos anti-LALP1 possuem atividade gelatinolitica,
observada nos experimentos de zimograma (FIGURA 9A) em que as bandas de
atividade aparecem na mesma altura das bandas que foram reconhecidas pelos
anticorpos (25-32kDa). Além disso, essas toxinas sdo realmente metaloproteases
por terem suas atividades gelatinoliticas bloqueadas por 1,10-fenantrolina (quelante
de metal divalente) (FIGURA 9B), resultados que corroboram com os dados da
literatura que identificaram metaloproteases nos venenos de L. laeta, L. gaucho e L.
intermedia (VEIGA et al., 2000b; VEIGA et al.,, 2001a; ZANETTI et al.,, 2002).
Anticorpos anti-veneno de L. laeta e anti-veneno de L. gaucho foram capazes de
reconhecer epitopos lineares da LALP1. Esses resultados em conjunto indicam que
metaloproteases do veneno de L. laeta, L. gaucho e L. intermedia possuem regides
conservadas que sao fortes determinantes antigénicos e que essas toxinas estao
relacionadas quanto as suas atividades proteoliticas. Apesar desses achados
apontarem para uma alta similaridade entre as toxinas dos diferentes venenos de
Loxosceles, ainda permanecia a duvida se as metaloproteases dos venenos de L.
laeta e L. gaucho também pertenciam a familia das astacinas. Isso porque, 0s
anticorpos utilizados, apesar de serem anti-astacina recombinante de L. intermedia,
eram policlonais e ndo é possivel assegurar que os epitopos reconhecidos fazem
parte dos dominios protéicos caracteristicos das astacinas. Além disso, ndo existem
inibidores especificos descritos para astacinas (GOMIS-RUTH, 2003). Para
investigar a qual das familias de metzincinas pertenciam as metaloproteases de L.
laeta e L. gaucho, foram utilizadas técnicas de biologia molecular e ferramentas de

bioinforméatica. Os resultados de sequenciamento e busca no banco de dados Pfam
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identificaram que essas enzimas possuem dominio da familia das astacinas e, além
disso, verificou-se que as sequéncias parciais das astacinas de L. laeta e L. gaucho
possuem alta identidade aminoacidica com a LALP1 — 75% (TABELA 1).

Todos esses resultados sugerem a existéncia de uma familia génica de
toxinas do tipo astacinas no género Loxosceles, uma vez que foram identificadas 3
isoformas em L. intermedia e também isoformas nas trés espécies estudadas e,
portanto, essas toxinas possivelmente tem papel importante nos efeitos toxicos do
veneno de aranhas marrom em humanos. Essa idéia ndo € suportada somente
pelos resultados obtidos no presente trabalho, mas também, por comparacdo com
estudos realizados com as fosfolipases-D. Diferentes autores isolaram homaélogos
de fosfolipases-D em venenos de diferentes espécies do género Loxosceles e é
consenso na literatura que as fosfolipases-D compdem uma familia de importantes
toxinas nesses venenos (FERNANDES-PEDROSA et al., 2002; KALAPOTHAKIS et
al., 2002; TAMBOURGI et al., 2004; da SILVA et al., 2004; RAMOS-CERRILO et al.,
2004; RIBEIRO et al., 2007; APPEL et al., 2008). BINFORD e colaboradores (2005)
analisaram trés cDNAs referentes a fosfolipases-D de L. arizonica (espécie da
América do Norte) e pontuaram que essas sequéncias representavam trés membros
paralogos da familia génica das fosfolipases-D, comprovando existéncia dessa
familia de genes através de definicdo parcial da estrutura génica referente a esses
CcDNAs.

Outra evidéncia de que existe uma familia génica de toxinas do tipo astacinas
em todo o género Loxosceles € a presenca de proteinas com massa proxima ao das
astacinas em perfis protéicos de diferentes espécies do género Loxosceles
(BARBARO et al., 2005; BINFORD et al., 2009).

A identificacdo de diferentes isoformas de uma toxina — seja de fosfolipase-D,
seja de astacina — em veneno de uma mesma espécie, provavelmente esta
relacionada com o fato de as diferentes isoformas das toxinas agirem de modo
sinérgico e também como mecanismos de defesa biologica as variacbes do meio
(temperatura, alteracbes de pH, agentes desnaturantes, agentes mutagénicos) que
seriam capazes de inibir ou degradar somente algumas isoformas, outras isoformas
nao seriam alteradas impedindo que uma funcdo importante seja perdida.

As astacinas sdo ubiquamente distribuidas nos diferentes organismos ao

longo da evolutiva (desde bactérias a mamiferos), indicando que os dominios
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das astacinas foram positivamente conservados apesar das forgcas seletivas, fato
que reforca a importancia biologica dessas moléculas (BOND; BEYNON, 1995;
GOMIS-RUTH, 2003). Os membros das astacinas podem ter, além dos dominios da
familia, diferentes modulos na porcdo C-terminal, o que aumenta ainda mais a
diversidade dessas moléculas (GOMIS-RUTH, 2003), contudo as LALPs
identificadas nesse estudo possuem apenas 0s dominios caracteristicos das
astacinas. No presente trabalho, foi realizada a comparacéo de sequéncias protéicas
de astacinas de diferentes organismos com as cinco astacinas de Loxosceles. Os
resultados mostraram que, em geral, as LALPs s&o mais divergentes das astacinas
presentes em organismos da ordem Aranea (LALPs comparadas com a astacina do
tipo toléide descrita em aranhas da espécie Achaearanea tepidariorum) do que
guando comparadas com organismos que sao evolutivamente mais distantes, como
as astacinas de nematodeos e de Limulus polyphemus (artropode ancestral). Esses
achados sédo similares aos descritos para serinoproteases de nematddeos
Steinernema carpocapsae que sao agrupadas com serinoproteases de insetos das
espécies  Anopheles gambiae, Agrotis ipsilon e Helicoverpa zea
(BALASUBRAMANIA et al., 2009). Divergéncias desta natureza também sao
encontradas nos estudos do dominio catalitico de metaloprotease de Podocoryne
carnea (hidrozoario) (PMP1) que € mais similar a meprina humana do que a HMP1
de outra espécie de hidrozoarios (Hydra vulgaris) (PAN et al., 1998). Até o presente
momento, pouco se sabe a respeito da evolugdo das astacinas; MOHRLEN e
colaboradores (2006) estudaram aspectos evolutivos das astacinas presente em
todo o sub-reino Eumetazoa, com enfoque maior nas astacinas com fungdo no
desenvolvimento embrionario, porém, nesse estudo néo foi incluido a astacina de
veneno de L. intermedia descrita em 2002. Portanto, como a presenca de astacinas
em venenos animais € um dado bastante recente, estudos filogenéticos com essas
sequéncias podem auxiliar a melhor compreensdo da histéria evolutiva dessas
moléculas.

As proteinas da familia das astacinas possuem grande diversidade funcional,
atuando em diferentes processos bioldgicos e em diferentes tecidos (BOND;
BEYNON, 1995; STOCKER et al.,, 1995, GOMIS-RUTH, 2003). A funcdo das
astacinas presentes em venenos animais ainda é desconhecida, ja que foram

primeiramente descritas em veneno de Loxosceles (LALP1) e apesar das toxinas de
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veneno de aranhas serem comparaveis com 0s venenos de serpentes, as
metaloproteases de serpentes pertencem a familia das adamalisinas o que dificulta
tal comparacado. A existéncia de astacina em outra espécie de aranha (Achaearanea
tepidariorum) também n&o auxilia na suposicéo de func¢des para as astacinas como
constituintes de veneno do ponto de vista do envenenamento, pois 0 veneno da
espécie A. tepidariorum néo é toxico para humanos e a astacina dessa aranha esta
envolvida no desenvolvimento embrionario (sequéncia depositada somente no
GenBank).

A primeira hipétese de funcdo biologica das astacinas como constituintes de
venenos loxoscélicos é a atuagdo dessas proteinas como enzimas digestivas, pois
as aranhas ndo sdo capazes de ingerir suas presas inteiras e desenvolveram
digestdo externa (RASH; HUDGSON, 2002). Além disso, os dados de homologia
indicam semelhancas entre as astacinas de Loxosceles com a Astacina de Astacus
astacus (identidades das LALPs com a astacina de A. astacus: LALP2 - 27%; LALP3
26%; LALP4 34% LALP5 31%), que é uma enzima digestiva e também o protétipo
da familia das astacinas por ter sido o primeiro membro descrito (STOCKER et al.,
1995). A presenca de proteases do tipo astacina no fluido digestivo de aranha
(Argiope aurantia) também reforca a idéia de expressdo de astacinas com funcdes
digestivas em aranhas (FORADORI et al., 2006). Porém, € sabido que a funcdo das
enzimas do veneno é de parar ou paralisar suas presas, apos a atuagcao do veneno,
enzimas produzidas no intestino médio das aranhas séo regurgitadas sobre a presa
e essas enzimas sdo descritas como as responsaveis pela digestdo (RASH,;
HUDGSON, 2002). Por outro lado, a habilidade das proteases do tipo astacinas de
degradar moléculas constituintes da matriz extracelular indicam outras possiveis
funcbes para essas enzimas nos venenos loxoscélicos. E descrito que
metaloproteases de L. intermedia, tanto nativas quanto a LALP, sdo capazes de
degradar as cadeias A e B da fibronectina em fragmentos de diferentes tamanhos e
metaloproteases de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta degradam parcialmente
moléculas de fibrinogénio (cadeias Aa e Bp) (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al.,
1999; VEIGA et al.,, 2001a; da SILVEIRA et al., 2002; ZANETI et al., 2002; da
SILVEIRA et al., 2007c). Tendo em vista que a fibronectina é uma proteina
multifuncional envolvida em agregacdo plaquetaria, estabilidade de vasos

sanguineos e que o fibrinogénio € importante nos eventos de coagulacdo, pode-se
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sugerir que a atividade proteolitica das astacinas esteja relacionada com eventos
que ocorrem na regido da picada, como hemorragia local, alteracdo da
permeabilidade dos vasos e dificuldade de adesdo das plaquetas. Essas possiveis
funcdes sdo também reforcadas por comparacdes com metaloproteases de venenos
de serpentes (FRY et al., 2008; CHEN et al., 2008), por exemplo, a Leucurolisina-B
(metaloprotease do veneno de jararaca) € anticoagulante e inibe agregacao
plaguetaria induzida por coldgeno (SANCHEZ et al.,, 2007). As astacinas dos
venenos, juntamente com as hialuronidases, podem atuar como fator de
espalhamento das demais toxinas por deixarem as estruturas teciduais mais
permedveis ao degradarem diferentes moléculas da matriz extracelular. Outra
hipotese possivel € que o alvo das astacinas possam ser outras toxinas do préprio
veneno que apos a acao das proteases se tornam ativas e podem atuar nos efeitos
deletérios do loxoscelismo. Ou ainda, as astacinas podem atuar em moléculas do
organismo das vitimas, tornando-as ativas e desencadeando diferentes respostas
fisiologicas.

O estudo das astacinas extrapola o topico da toxinologia, tendo grande
relevancia ndo somente para o loxoscelismo, mas também para biologia de uma
forma geral. Nesse estudo mostramos que metaloproteases do tipo astacinas, as
guais foram recentemente descritas como componentes de um veneno animal pela
primeira vez na literatura cientifica, se apresentam como uma familia de enzimas,
com diferentes isoformas em uma mesma espécie (L. intermedia: LALP1, LALP2 e
LALP3) e ainda que essa familia muito provavelmente é comum a todo género
Loxosceles, uma vez que foram identificadas astacinas nos venenos das 3 espécies
estudadas (L. intermedia, L. laeta: LALP4 e L. gaucho: LALP5 ). Esses resultados
além de trazerem novas evidéncias no estudo das metaloproteases loxoscélicas
também apontam para uma gama bastante vasta de possiveis investigacdes futuras,

pois ainda existem muitos pontos a serem estudados e elucidados.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel identificar duas novas isoformas de metaloproteases do tipo
astacinas presentes no veneno de L. intermedia, mostrando que essas proteases se
apresentam como uma familia de toxinas no veneno de uma mesma espécie. Além
disso, identificamos e caracterizamos metaloproteases presentes nos venenos de L.
lacta e L. gaucho como também pertencentes a familia das astacinas. Por
conseguinte, as astacinas séo toxinas conservadas nos venenos das trés espécies
estudadas e, muito provavelmente, serdo encontradas em todo o0 género
Loxosceles. Esses achados reforcam a importancia biolégica das metaloproteases
do tipo astacinas, tanto como toxinas envolvidas nos efeitos nocivos induzidos pelos
venenos loxosceélicos em acidentes com humanos (disturbios hemostaticos,
espalhamento da lesdo dermonecroética, processamento de peptideos), quanto nos
diferentes eventos do desenvolvimento das aranhas marrons (paralisacao de presas,
desenvolvimento embrionario e pos-embrionario — ecdises).

Tendo em vista as inimeras funcdes biologicas em que proteases do tipo
astacinas podem estar envolvidas, nossos resultados nos instigam a continuar 0s
estudos com essas moléculas, com intuito de compreender ndo somente a
participacdo destas moléculas no quadro clinico do loxocelismo, mas também a
origem e as funcdes de astacinas como componentes de veneno animal.

Na continuidade desse projeto serdo realizados os estudos referentes ao
projeto de doutorado, que inclui inicialmente a obtencéo de astacinas recombinantes
na forma soltvel e ativa que permitam um estudo detalhado da atividade biol6gica
dessas toxinas. A caracterizacdo das astacinas trard novos dados que poderéo
indicar o papel dessas enzimas ndo s6 nos eventos biolégicos relacionados aos
quadros clinicos do loxoscelismo, mas também no que se refere a funcdo das
astacinas na biologia das aranhas como em processos de defesa, de captacéo e
digestdo da presa, de desenvolvimento embrionario e ecdises. A elucidacdo da
atividade especifica das astacinas e da participacdo dessas enzimas nos efeitos
deletérios do veneno podera também fornecer dados para o desenvolvimento de
tratamentos efetivos para os casos de envenenamento. Do ponto de vista
biotecnolégico, as astacinas recombinantes também sédo produtos que apresentam

possibilidades bastante interessantes de aplicabilidade médica, farmacéutica e
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industrial e o pedido de patente de invengdo dos possiveis e variados usos dessas
toxinas recombinantes ja foi solicitado via o Nucleo de Propriedade Intelectual (NPI)
da UFPR. Ainda fazem parte do nosso planejamento para o doutorado estudos
filogenéticos das astacinas loxoscélicas e outros membros da familia das astacinas
buscando compreender a origem evolutiva dessas enzimas em venenos animais e
comparar as relacfes filogenéticas moleculares das astacinas com as relacdes

filogenéticas propostas atualmente para os metazoarios.
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8. ANEXOS

8.1 Certificado comité de ética em experimentacdo animal

V330 Op BIOpEUSPIo0D
ylepe|l] UewW![eD eLe|y BUY ‘=0id

'L00Z @p 0Js0Be 8P 60 ‘eqpuns te|njeg elboolg  :oy NIWVLEVCAG

wieyn uisy el 'BIISAI0 Op [eqeuy 1elisd ellaied BUDIBA ‘BAIIS UBSIABI) €Z|I]
‘gyeuez senbiep OIAIIS JOpPEN IUBIOUOE BUSISH 'BIIBAIS BP luoueg |sejey 'ebieA sayoues OIS :S3UOLNY

(BIpouULIB)Ul $8[8DSOXO0T) WOl BUUEIE 8P OUSUSA Op

BON0IOBLIOLUISP BUIXO) Bjed SOpIZNpUI SO0IX0) SO}Ia)e S0 @ BoIsedi|ojso) epepiAle & aJjue eosiueoaw ogdejey :0NLIL
L00Z/L0/L€ - LO0Z/90 OYH G/-,002/6104620'GLOET ‘08SS300ud
'0avAoddyv

* (8deD) |BUILY UO JJOUNCD UBIpBLRD) SIBUIUY [BJUBLWLIBAXT JO 8S[] pUE 81 8Lf1 0] 8pINg,, W8
sepiosjaqe)se sepugbixe 8 (Y3800) [ewiuy ogdejusuuiadxg ap onvyselg 0169|100 ojad sopiajeqe)sa soo)e soidjouid $o Wwoed
opiooe ap ogjsa opesloadse oxieqe esinbsad ap o1afold ou siglwiUe Wezpn anb sojuswipascid so anb yoIdiLd=ED 'Y33D 0op
ouJBlU| CjUBWIBEY OU OPIUOD O OPUBIBPISUOD 3 ‘E00Z 8P Ofew 8p 60 @ “19-60/10 «'N OyON10S3Y elad seploajegelss ‘'y330
Op OJUBWIEUOIDUNY & OBAINYISUCD B led SBULIOU SBU 8SBC WOD '§00Z 9P oyuniap L1 8p “1g-£0/L8.L o' NVIEVLEOd ejad op;nysul

‘BUBLIE Op [210pa4 dpepIsianlun ep sealbojolg SelugID ap 1018 op (YI3D) [ewiuy oedejuswadxgy we BoRg ap @UWOD O

Wl oN| OAVIIdILY=aD

(v330) [ewiuy ogdejusuliadx3 We o3 ap giuio)d
seo|fiojoig selusl) ep 10jeg

YNVdvd Od Tvy3a3d 3avdiSdIAINN
oedeonp3 ep ouU)SIUIN

77



8.2 Parecer técnico CTNBio

» l:__l UM HCRD T

Ministério da Ciéncia € Tecnologia - MCT A TR
Comissia Téonica Nacional de Riossepuranca - CTNBio e FIME

UM PAlS DE TODRDS W e binssegurangy

PARECER TECNICO N° 542/2006

Processo 0™t 01200000022/ 19497-37

Requerente: Setor de Ciéncias Bicldeicas - UFPR.

CNPJ: (000348 (0305502

Enderegn: Centro Politéenico da UFPER- Setor de Ciéncias Bioldgicas - 2° Piso, Sala 295 - Caixa Postal 19031 Purani/PR.
Assunto: SolicitagBo de Extensdio do COB (0997

Extrato Prévio: 15002006 Publicado no DOV de 21 de fevereiro do 2006

Reunidio: 90" Reuniio Ordinaria da CTNBio, ocorrida em 19 de absil de 20406

Decisio: DEFERIDO

A CTI'NBio, apbs apreciagio do processo de pedide de Parecer Téenico refercnte a Solicitsgdio de Extensdo do COR
(Certificado de Cualidade em Biossepuranga) 009:97, conclui pelo DEFERIMENTO, nos termos deste Parecer Téenico.

Mo fmbito das competéncias dispestas na Lei 11.105/05 ¢ scu decreto 5591005, a Comissdo concluin gue o presente pedido
atende 4s normas da CTHBio ¢ 3 legislaglo pertinente que visam garantic o biessepuranga do meio ambiente, agricultura, saide
humana ¢ animal.

FARECER TECNICO
1} Fundameniagio técnica

Solicita & CTHBio Parecer Térnico para a extensio de seu COB do Setor de Ciéncias Bioldgicas (LUFPR) parz a sula de
nimere 1988 ¢ =ula Preparative, ambas do departamento de Biologia Celular do mesmo setor. Forum apresentados no processo
08 curriculos dos pesquisadpres, a planta baixa do laboratdrio, o projeto o ser desenvolvido nele assim como as medidas de

biosseguranga.

2y Medidas de biossepuranca descritas no processo,

s microrganismos a serem manipulados no projeto (haclérins e leveduras) sio da classe de seguranca | mas, como os
FENES & SOrCM Cxpressos (tooinas de animais peponhentos), apresentam ciscos & saide humana o laboratirio que solicita a
extensfio de COB tem que ser do tipo NB-2, Embora no processo nio haja mengdo cspecifice sobre a classe laboratorial na
qual =& encaixa este laboratorio, todos 08 eguipamentos apresentados so perfeitamente compaliveis com a classe NB-2,
portanto, adequados para as manipulaghes propostas no projeto. Também foram apresentados as medidas adequades para o
transporte dos microrganismos da sala de manipulugdo (1988) para o sala de esterilizagfio (sala Preparativa). Abém disso, foi
informado que as instalagdes acima mencienadas ($m acesso a servigo médico emergencial no proprie setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR que contém um centro de atendimento médico para alunes, funciendrios e professores além do Hospital

Universitaric.

Atendidas as recomendagbes e as medidas de biossepwranga, recomenda-se, contudo, gue sejatn devidimente
observadas as priticas laboratoriais compativeis com a classe laboratorial NB-2.

D, Walter d.nﬂl

Presidente da CTNBio

ﬁ:frm_rll Executiva da CTNRin
SPCF - Avca 05 — Quendea 03 Bloco B - Téren - Salas 0% a 10
Hrasilin , OF - CEP: 70610-200

Fones: [(F5M06E10 3401 5500 — FAX (3%061] 3507070475
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Brown spiders have a worldwide distribution, and their venom has a complex composition containing
many different molecules. Herein, we report the existence of a family of astacin-like metalloprotease
toxins in Loxosceles intermedia venom, as well as in the venom of different species of Loxosceles. Using
a cDNA library from the L. intermedia venom gland, we cloned two novel cDNAs encoding astacin-like
metalloprotease toxins, LALP2 and LALP3. Using an anti-serum against the previously described astacin-

ﬁe{ W‘i’;dfs"mil like toxin in L. intermedia venom (LALP1), we detected the presence of immunologically-related toxins in
Vzrfgm amiy the venoms of L. intermedia, Loxosceles laeta, and Loxosceles gaucho. Zymographic experiments showed
Loxosceles gelatinolytic activity of crude venoms of L. intermedia, L. laeta, and L. gaucho (which could be inhibited by

the divalent metal chelator 1,10-phenanthroline) at electrophoretic mobilities identical to those reported
for immunological cross-reactivity. Moreover, mRNAs extracted from L. laeta and L. gaucho venom glands
were screened for astacin-like metalloproteases, and cDNAs obtained using LALP1-specific primers were
sequenced, and their deduced amino acid sequences confirmed they were members of the astacin family
with the family signatures (HEXXHXXGXXHE and MXY), LALP4 and LALP5, respectively. Sequence
comparison of deduced amino acid sequences revealed that LALP2, LALP3, LALP4, and LALP5 are related
to the astacin family. This study identified the existence of gene family of astacin-like toxins in the
venoms of brown spiders and raises the possibility that these molecules are involved in the deleterious
effects triggered by the venom.

Metalloproteases

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The astacin family of metalloproteases is formed by zinc endo-
peptidases. The family was named following the description of the
prototypical digestive enzyme astacin from crayfish, Astacus astacus
[1,2]. The astacin family comprises structurally-related digestive,
extracellular, or cell surface-bound proteases that are involved
either in digestive functions or peptide processing and play a role in

* The nucleotide sequence data reported for Loxosceles astacin-like metal-
loprotease toxins will appear in the GenBank®, EMBL, DDBJ] and GSDB Nucleotide
Sequence Databases under the accession numbers: Full length - LALP2-GQ227490;
LALP3-GQ227491. ESTs - LALP4-GR277667; LALP5-GR277668.

* Corresponding author. Tel.: +55 41 33611750; fax: +55 41 3266 2042.

E-mail address: senffribeiro@ufpr.br (A. Senff-Ribeiro).

0300-9084/$ — see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2009.10.003

the activation of growth factors, degradation of polypeptides, and
processing of extracellular molecules [1,3,4]. Astacin family members
are multifunctional proteases characterized by the consensus
sequence HEXXHXXGXXHE, which is the zinc-binding domain, and
the Met-turn MXY, both of which are key elements for this family [3].
To date more than 200 astacin-like enzymes have been identified in
different organisms, such as humans, mice, rats, amphibians, fishes,
sea urchins, insects, mollusks, and even bacteria [4,5], providing
support for their biological importance. In the human and mouse
genomes, there are six astacin family genes (two meprins, three
BMP1/tolloid-like, one ovastacin), but in Caenorhabditis elegans there
are 40 [6]. Recently, the identification of an astacin-like protease in
the venom of the brown spider Loxosceles intermedia was described
[7]. This molecule, named LALP (Loxosceles Astacin-Like Protease),
was cloned and expressed as a recombinant protein. This is the first
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astacin family member described in venom and it may exhibit
deleterious activity following brown spider envenomation.

Loxoscelism, gangrenous arachnidism, or necrotic arachnidism
are terms used to describe lesions and signals induced by bites from
Loxosceles genus spiders. Loxoscelism is characterized by a dermo-
necrotic lesion with gravitational spreading and some involvement
at the systemic level, including intravascular hemolysis, acute renal
failure, and disseminated intravascular coagulation [8,9].

The genus Loxosceles, Sicariidae family, comprises 100 described
species, the majority of which can be found in the Americas, West
Indies, and Africa [10,11]. In Brazil, there are three species with
medical importance, which are L. intermedia, Loxosceles laeta and
Loxosceles gaucho [12].

Loxosceles venom contains several protein toxins and is enriched
with molecules of low molecular mass (5—40 kDa) [8,9]. Toxins
including alkaline phosphatase, hyaluronidase, metalloproteases,
phospholipases-D, and low molecular mass (5.6—7.9 kDa) insecti-
cidal peptides have been identified [7,8,13—18]. Among these
venom toxins, phospholipase-D family members (30—35 kDa; also
called dermonecrotic toxins) play an essential role on the patho-
genesis of loxoscelism [19—22].

The identification of proteases in the brown spider venom
comes from previous descriptions by Eskafi and Norment [23], who
reported protease activity against Heliothis virescens and Musca
domestica larvae in Loxosceles reclusa venom. Using the same
model, Jong et al. [24] determined that the venom hydrolyzes
L-aminoacyl-B-naphthylamide derivatives. Additionally, it was
reported that metalloproteases in the venom of L. intermedia
degrade gelatin, fibronectin, and fibrinogen [13]. Veiga et al. [25]
described the hydrolytic activity of the venom on Engelbreth-
Holm-Swarm tumor (EHS)-basement membrane structure, purified
entactin, and the protein core of heparan sulfate. Also, L. intermedia
venom triggers proteolytic activity on the sub-endothelial blood
vessel basement membrane and extracellular matrix of endothelial
cells in culture [26]. By studying L. rufescens venom, Young and
Pincus [27] described metalloproteases with caseinolytic, gelati-
nolytic, and fibrinogenolytic activities. Zanetti et al. [28] described
a fibrinogenolytic and metalloprotease-dependent activity in the
venom from L. gaucho and L. laeta and purified a 30-kDa molecule
with fibrinogenolytic activity from L. intermedia venom. Using
venom gland extract from L. intermedia, da Silveira et al. [29]
reported the presence of metalloproteases and proved those
molecules were components of brown spider venoms. The pres-
ence of metalloproteases in the venom of different Loxosceles
species, including L. intermedia, L. gaucho, Loxosceles deserta,
L. laeta, and L. reclusa, provides evidence for a conserved feature
and biological significance of these molecules [15]. Finally, the
identification, cloning, expression, purification, and functional
characterization of a metalloprotease characterized as an astacin-
like toxin in the L. intermedia venom gland corroborated the
previous data describing metalloproteases in Loxosceles venoms
and was the first report of the presence of an astacin-like enzyme as
a constituent toxin in animal venoms [7]. Studies on astacin-like
proteases from Loxosceles venoms generate additional knowledge
not only restricted to loxocelism but also for astacin family, more-
over these molecules show putative biotechnological applications
as biotolls for research and laboratory protocols and as novel
pharmaceuticals (thrombolityc agents for example) [30].

Herein, we report the identification and cloning of two novel
metalloproteases (LALP2 and LALP3), which we characterized as
astacin-like toxins in the L. intermedia venom gland, thereby
identifying a gene family of toxins. We also characterized this gene
family of astacin-like toxins in the Loxosceles genus by immuno-
logical cross-reactivity of antibodies against LALP1 with different
Loxosceles spider venoms. Supporting these findings, LALP1-related

molecules (named LALP4 and LALP5) from other Loxosceles species
were identified by c¢cDNA cloning and sequencing. The results
corroborate previous data that described metalloproteases in Lox-
osceles venoms and demonstrate for the first time that astacins are
a gene family present in the venoms of the three analyzed Lox-
osceles species (L. intermedia, L. laeta and L. gaucho) and probably
will be found widespread in the genus.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Polyclonal antibodies against L. intermedia crude venom toxins
and recombinant toxin (LALP1) were produced in rabbits as
previously described [31,32]. Crude venom from L. intermedia was
extracted from wild-caught spiders according to Feitosa et al. [13].
Polyclonal antibodies against L. laeta and L. gaucho crude venom
toxins were a kind gift from Instituto Butantan (Sao Paulo, Sao
Paulo, Brazil) by Dr. Katia C. Barbaro. Adult L. laeta and L. gaucho
spiders were obtained from CPPI (Curitiba, Parand, Brazil).

2.2. cDNA library construction

The venom gland cDNA library was previously constructed by
our group [33]. Briefly, venom gland mRNAs from adult L. inter-
media spiders were purified using the FastTrack 2.0 mRNA Isolation
Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). cDNAs were synthesized using the
SuperScript Plasmid System with Gateway Technology for cDNA
Synthesis and Cloning (Invitrogen), cloned into the Not I/Sal I pre-
cut pSPORT1 vector, and transformed into DH5a. Escherichia coli
cells.

2.3. cDNA library screening

Randomly selected colonies (approximately 100 clones) were
inoculated in LB containing 100 pg/ml ampicillin and grown over-
night at 37 °C (with aeration), and recombinant plasmids were
purified using QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Valencia, USA).
The cloned cDNAs were sequenced on both strands using ABI Prism
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Reactions were analyzed by an ABI
377 automatic sequencer (Applied Biosystems). The T7 and SP6
promoter regions were used to prime the sequencing reactions. The
cDNA sequences were analyzed and used to search the NCBI Gen-
Bank protein databases [34].

2.4. Cloning of cDNAs encoding LALP2 and LALP3

cDNAs encoding the putative mature metalloprotease toxins
LALP2 and LALP3 were amplified by PCR using Pfu DNA Polymerase
(Fermentas, Burlington, Canada). The forward primers contained the
Xho I restriction site for LALP2 and Nde I restriction site for LALP3 at
the 5’ end, and the reverse primers contained the BamH I restriction
site and the native stop codon of the cDNA for the both isoforms
(Fig. 1). The PCR products were digested with Xho I or Nde I and
BamH 1 and gel purified using PerfectPrep Gel Cleanup Kit (Eppen-
dorf, Hamburg, Germany). Purified DNAs were subcloned into
pET-14b (Novagen, Madison, USA) digested with Xho I or Nde I and
BamH 1. The correct construct was confirmed by PCR using T7 as the
forward primer and SP6 as the reverse primer and sequencing.

2.5. LALP1 expression and purification

LALP1 was obtained as described by da Silveira et al. [7] The final
construct of the mature protein LALP1/pET-14b was transformed
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A

GTCTCCCTTACCTAATATGATCCCTGACGTAGGCTTCCTCGTTCTCCTAACAGGAGCCCTTTTCATATGCATARAAGCAGCTCCA
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LALP2 Nucleotide and Deduced Amino Acid Sequences

1 M I P DV GF L VL L T GATLVFICIKAATP
86 GCCACTACCGATGTTGATCCTACCTTTGAAGGGAGAATTGTTATGGAGGGAGACATCCTTATTCGTGAG
24 A TTDVDPTFEGRTIVMETGTDTITLTITRE
[GGARTTCCATATGAACGCCAICGCTC =
155 GAACAATTAACGGAACGAAACGCCATCECTCTCGAGAATATGCGCTGGCCAGATGCTACTATAGTTTAC
47 E QL T ERI[NATIALE®NMERMWNPDATTITUVY
224 AAACTCACTGGCTGGTACGCACTTTTTCCAGGAGATATTAARAAAGCTATGCGTCACATTGAAGARAAC
70 K L T G W YALTFZPOGDTIE KU KA AMPERETITETEN
293 ACTTGCATTAAGTTCAAGGCAAGAAGCAACGARGAGGGTTACGTTAAAATCTACAAGGGTGAAAAGGAA
93 T ¢ I KF KA R SNETETG GYV KTIZYZKGEZKE
362 TCATGCTTCGCTGACATTGGATACTTTGCTTCGGAACAGCGGCTGTCTTTGGGAAGCGGTTGCARAATA
116 S ¢ FaAaDTIGYTFASET QRTILSTULGSE GECKTII
431 TTTGGTCGCATTCTGCACGAAATGGGTCACACTATTGGATTGTTCCATGAGCACACCAGACCCGACAGA
139 FGRILlMGETIELFMIHTRPDR
500 GACAACTACATCACTGTCCATGAGGATAACATIAGGCCGGGCICTARAAGGARTTACAGGAARACTCCA
162 D N Y I TV HETDINTITR RPGSZ KT RNTYTRIETFP
569 TCCTATATGACACGCGTCATTGGCCCATTCGATTACGATTCAATCATGATCTACGGAGAGACGGCTGGC
185 s YyYMTRVIGEPTFDVYODSTIETI G E T A G
638 TCTAGAGACCCAATGCACTTGAAGTCAATGGAGGCAAATARGCCTGGAGTCACGCTGATCAGTTCACGG
208 S RDPMHEHLZKSMEANTE KPS GV T L I s R
707 TACAAGGACAGGTTGACTGACTTGGACATCARGAAAATCAATACTCTGTACAACTGTCCGGGCARGGAA
231 ¥ KX D RLTDTLDTIZ KTZKTINTTLTYNTCPGZKE
[TITARATCARTTCCTAGGGC]
776 AAATTTAGTTAAACCCCTTGTGTTTCTGAATTTGCACTCCTTGAARATATAARAT TATCTCGATARARA
254 K F 8§ *
845 AARAAARARARAARAAARA
B LALP3 Nucleotide and Deduced Amino Acid Sequences
1 AGTAATTCGAATCATGACAACCATGAGCTTTTITCACTGTICCTTTCTGTAGCAGTGTGTICTTTGTATCGAAGCAGGTGTGGAAGGAAGT
1 M T T M S FF T VLS VAV CLC CTIEH AGVEGS
CCGCTCGAGAACGCTCTCAAGTATG
89 AGGTTAAATGGAAGAGATATGCTTATGCAGGAGGAGTCACCGTTAATGGAACGGAACGCTCTCAAGTATGACAGT
26 R L NGRDMLMG QETESTPTLMETRIALTEKTYTDS
164 CGATTATGGCCAGACGGTGTTGTTATTTACGAGT TCACTAGTCTGCGTTTTTACAGARAACTTATTAAAAGGGTA
51 R L WPDGV V IYETFTSTLQRTFTYRIEKTLTITE KT RYV
239 ATGCAACACATTGCGGACAACACTTGCATCACGTTTAAGGAGCGGACAAACGAARAGGGATACGTGAACATATAC
76 M Q HI ADWNTGCTITTFE KTETRTNET KT GYVNTIZY
314 AATGGARAACTTTTCACGTGCTTTGCCGATATGGGGTATTACCCCTTCARACAGCGTCTTTCTCTTGGATTGGGC
101 N 6 KL FTCFADMGTYTYPFZ KO QRTLSTILGTLG
389 TGCAGATCGTTTGGCGCCATTCTGCATGARCTGGGACATGTCCTTIGGCTTATACCATGARCAACARAGGCCAGAT
126 CRSFGAILLGEVLELYQQRPD
464 CGAGATGATTACGTTATTGTGTATARAGATARTATACAGAC TGGTGCACT TAGAGATTATGAGAAGCGATTTGAG
151 R D DY V I VY KDNTIQT G AULURUDYEIKUZRTFE
539 AATAACACGAGGGTAATTGGGCCATTTGACTACGATTCCATCATGATTTACGGGGAAACTGATGCCAGGAAGTCA
176 (NNI'JRVIGPFDYDSIGE!’DARKS
614 GGTTCCGTAACCATGARAGTTAAGAAGCCGGGAGCGACTTTGGTGAACGC T TCGCTGAAACATGAACTGACTGET
201 G S VTMEKVKZKPGATTLYVI[NASLEKEHETLTA
689 TTGGATATAAAGARAATTAATACGCTTTATAATTGTCCAGGARAGGACARATTCTAATTARARARAAACTTTTCC
226 L DI XEKTINTTLTZYNTC®PGEXKTDEKF *
764 AAACATGTATACCTGGATAATATTCTTCTGAATTCATGARACTCTACCATCAATGTTTTGTGGTTTTATTARAAR
839 ATCATGTATTTTGCTACATGCTTTARAATGCAAAATAAAAAAAARTTGTATTCTTAAARARAARAARRARAR

Fig. 1. Molecular cloning of two new isoforms of astacin-like proteases (LALP2 and LALP3) from a L. intermedia venom gland cDNA library. Nucleotide and deduced amino acid
sequences of cloned cDNAs for LALP2 (A) and LALP3 (B) from the L. intermedia venom gland. The predicted signal peptide is underlined in the protein sequence. The positions of
primers used for subcloning into the expression vector pET-14b are indicated by arrows. Asparagine (in a box) is the first amino acid of the mature proteins. LALP2 has 204 amino
acids and LALP3 has 200 amino acids. The consensus sequences for astacin family members, HEXXHXXGXXHE, which contains the zinc-binding motif (highlighted in another box),
and the methionine turn, MXY (highlighted), are also shown. An asterisk indicates the stop codon (TAA) in bold. Brackets mark two potential N-glycosylation sites in LALP3 (B).

into E. coli BL21(DE3)pLysS competent cells and plated on to LB agar
plates containing 100 pg/ml ampicillin and 34 pg/ml chloram-
phenicol. Single colonies of LALP were used to inoculate LB broth
(ampicillin and chloramphenicol) and grown overnight at 37 °C.
These cultures were diluted 1:100 into 1 L of fresh LB broth con-
taining antibiotics, and incubated at 37 °C until the ODs5¢ reached
0.5. IPTG (isopropyl b-p-thiogalactoside) was added to a final
concentration of 0.05 mM to induce the protein expression and
cells were incubated for 4 h at 37 °C with vigorous shaking. Cells
were harvested by centrifugation at 4000 g for 7 min at 4 °C, before

being resuspended in 40 ml of a denaturing lysis buffer (20 mM
sodium phosphate, pH 7.8, 500 mM NaCl and 6 M guanidinium
chloride) and frozen at —20 °C overnight. Cell suspensions were
thawed and the lysed material was centrifugated at 9000 g for
30 min at 4 °C. The supernatants were incubated with 1 ml of Ni-
NTA (Ni**-nitrilotriacetate) — agarose beads for 30 min at room
temperature (25 °C), with gentle agitation. The suspensions were
loaded on to a column, and the packed gel was exhaustively washed
with the following buffer (20 mM sodium phosphate, pH 8.0,
500 mM NaCl, 8 M urea and 20 mM imidazole). The recombinant
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protein was then eluted in 10 ml of elution buffer (20 mM sodium
phosphate, pH 8.0, 500 mM NacCl, 8 M urea and 250 mM imidazole).
Fractions were pooled and dialysed against 10 mM sodium phos-
phate buffer (10 mM Na;HPO4/NaH;PO4, pH 7.4), for 16 h. After
dialysis, the refolded recombinant protein was recovered from the
supernatant by centrifugation at 9000 g for 30 min at 4 °C and
quantified by Coomassie Blue method (BioRad, Hercules, USA).

2.6. ELISA antibody capture assays

Plates (Nunc MaxiSorp, Roskilde, Denmark) were coated with
L. intermedia, L. Laeta, and L. gaucho crude venoms (10 pg/ml, 2 h,
room temperature). Plates were washed with phosphate buffered
saline (PBS) and blocked with 1% bovine albumin (BSA) diluted in
PBS (2 h, room temperature). After washing the plates with 0.1%
Tween-PBS, they were incubated with primary antisera against
LALP1 in different concentrations (2 h, room temperature). The
plates were washed again and incubated with secondary antibodies
conjugated to horseradish peroxidase (1 h, room temperature). The
colorimetric reaction was developed using ortho-phenylenedi-
amine (OPD) and stopped with concentrated sulfuric acid (1 M).
Colorimetric results were measured at 490 nm using an automated
microplate reader (Meridiam ELX 800 Bio-TEK Instruments, INC.,,
Vermont USA) [31].

2.7. Gel electrophoresis, western blotting, and zymogram

Protein concentration was determined using the Coomassie Blue
method. Five replicates were carried out. Protein analysis was
performed on 12.5% SDS-PAGE under reducing conditions [35] and
stained with Coomassie Blue. Samples of L. intermedia, L. laeta, and
L. gaucho crude venoms (12.5 pg) were examined by western blot
using hyperimmune antisera against LALP1. Samples of LALP1
(5 pg) were examined using hyperimmune antisera against
L. intermedia, L. laeta, or L. gaucho crude venoms. Proteolytic activity
of L. intermedia, L. laeta and L. gaucho crude venom toxins (3 pg) was
analyzed by zymograms (non-reducing 12.5% SDS-PAGE copoly-
merized with 3 mg/ml gelatin, at 4 °C). After electrophoresis, the
gel was washed twice with 2.5% (v/v) Triton X-100 (30 min),
incubated overnight with 50 mM Tris/HCI, pH 7.4; 200 mM Nadl;
0.5 mM CaCly; 0.5 mM MgCl,, and 0.5 mM ZnSO4 at 37 °C, and then
stained with Coomassie Blue. A clear area of substrate lysis against
a blue background stain indicated the presence of proteolytic
activity. For metalloprotease activity inhibition assays 1,10-phe-
nanthroline (5 mM) was used in the incubation buffer. Molecular
mass markers were from Sigma.

2.8. Screening for astacin-like metalloprotease (LALP1) homologs
in venom glands of L. laeta and L. gaucho

Thirty adult L. laeta and L. gaucho spiders were subjected to
venom extraction by electrostimulation [13] to stimulate the
production of mRNAs in the venom glands. After 5 days, the venom
glands were collected and stored immediately in liquid nitrogen.
The extraction of total RNAs was done using TRIzol reagent (Invi-
trogen) [36], and following precipitation with isopropanol, total RNA
was diluted in water (10 ul). cDNA was synthesized from L. laeta and
L. gaucho venom gland total RNA using oligo-DT primer (Invitrogen).
To screen for astacin-like metalloproteases, PCR was carried out
using the RT-PCR products as templates and primers for LALP1
(Forward primer: 5' CGCGTCGACAATGCTGTCAAATATGACCAG 3’ and
Reverse primer: 5 CGGGATCCTCACACATTTACATACGGACGT 3').
cDNAs were sequenced using DYEnamic ET terminator Cycle
Sequencing Kit (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) in MegaBace™
1000 DNA Analysing Systems (Amersham Biosciences). The

nucleotide sequences were analyzed using Genetyx-Mac v7.3 soft-
ware (Software Development, Tokyo, Japan) and deduced amino
acid sequences were compared to GenBank protein databases at
NCBI.

2.9. Multiple sequences alignment

LALP2, 3, 4 and 5 deduced amino acid sequences were
submitted to Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) [34]. From
the results, astacin sequences belonging to distinct organisms taxa
(E-value<10~>) were chosen and aligned using CLUSTAL W2
program (http://www.ebi.ac.uk/clustal) [37].

2.10. Animals

Adult rabbits (3 kg) from the Central Animal House of the
Federal University of Parana were used for polyclonal antibody
production using L. intermedia crude venom and LALP1. All exper-
imental protocols using animals were performed according to the
“Principles of laboratory animal care” (NIH Publication no 85—23,
revised 1985), “Brazilian Federal Laws,” and Ethical Committee
Agreement number 256 of Federal University of Parana.

3. Results

3.1. Molecular cloning of two novel astacin-like metalloproteases
from L. intermedia venom gland

By screening clones of a cDNA library generated from L. inter-
media venom gland [16,33], two novel cDNAs encoding astacin-like
metalloprotease toxins were identified by a protein-BLAST search.
The putative protein products from these cDNAs were named
LALP2 and LALP3, based on the previous description of LALP1 [7].
These findings suggest that astacin-like toxins are a gene family
present in L. intermedia venom. LALP2 sequence analysis revealed
a hydrophobic putative signal peptide 21 amino acids in length,
and LALP3 sequence analysis revealed a putative signal peptide
24 amino acids in length. Pro-peptides of 31 amino acids for LALP2
and 19 amino acids for LALP3 were deduced based on homology
with other astacin-like metalloproteases. LALP2 is predicted to be
a mature protein of 204 amino acids and LALP3 a mature protein of
200 amino acids. Both of the mature proteins contain the astacin
family signatures HEXXHXXGXXHE (enzymatic catalytic domain)
and MXY (Met-turn) separated by 44 amino acids for both LALP2
and LALP3 [3]. The complete cDNA sequence of LALP2 comprises
862 bp, and the calculated molecular mass of the pro-protein is
26.99 kDa with a plI of 7.84. No putative N-glycosylation sites were
identified for LALP2 (Fig. 1A). For LALP3 the cDNA sequence has
910 bp, and the calculated molecular mass of the pro-protein is
25.45 kDa with a pI of 9.12. Two putative N-glycosylation sites were
identified for LALP3 (Fig. 1B).

3.2. Immunological cross-reactivity of antibodies against LALP1
with different Loxosceles spider venoms and antibodies against
whole venoms with LALP1 toxin

Initially, to evaluate the relationship between LALP1 (the first
astacin-like toxin identified in the L. intermedia venom) with native
venom toxins of other Loxosceles genus spiders, we used polyclonal
antisera against recombinant LALP1 [7] and examined antigenic
cross-reactivity with whole venoms of different Loxosceles species.
We performed ELISA antibody capture assays (Fig. 2A) using anti-
bodies that recognize non-denatured epitopes on the antigen, and
immunoblots (Fig. 2B and C) to examine antibodies that recognize
denaturation-resistant epitopes on the antigen. As shown, antibodies
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against LALP1 cross-reacted with native venom toxins for all
Loxosceles species tested, showing bands at regions of 25—32 kDa for
L. intermedia, 26—30 kDa for L. gaucho and 27—29 kDa for L. laeta.
These results reveal that whole venoms contain native toxins similar
to LALP1 and that this toxin has important and conserved antigenic
determinants. Moreover, purified LALP1 was immunoblotted using
sera against L. intermedia, L. gaucho, and L. laeta whole venoms. As
observed (Fig. 2C), antibodies against native toxins from the three
different Loxosceles venoms reacted with LALP1, suggesting the
existence of this family of genes in different Loxosceles species.

3.3. Proteolytic effect and 1,10-phenanthroline inhibitory
sensitivity of venom toxins on gelatin
To further evaluate the presence of LALP toxins in different

Loxosceles venoms, corroborate the above-described immunolog-
ical data, and strengthen the idea of a conserved family of toxins,
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Fig. 2. Immunological cross-reactivity of antibodies against LALP1 with different
Loxosceles spider venoms and antibodies against different Loxosceles spider venoms
with LALP1. (A) Antibody-capture ELISAs were carried out using L. intermedia, L. laeta,
and L. gaucho crude venom toxins at a concentration of 10 pg/mL immobilized on
a solid phase. The reaction was developed using primary antisera against LALP1 at the
indicated dilutions (x-axis). (B) L. intermedia, L. gaucho, and L. laeta crude venom toxins
(lanes 2, 4 and 6, respectively) each at a concentration of 12.5 ug were resolved by SDS/
PAGE (12.5% gel) under reducing conditions and transferred to nitrocellulose
membranes that were exposed to antisera against LALP1. Lanes 1, 3 and 5 indicate
negative reactions in the presence of pre-immune serum. (C) Samples of purified
recombinant toxin LALP1 (5 pg) were separated by 12.5% SDS/PAGE under reducing
conditions and transferred onto nitrocellulose membranes that were exposed to
antibodies against L. intermedia (lane 2), L. gaucho (lane 3) and L. laeta (lane 4) crude
venom toxins. Lane 1 indicates purified LALP1 (5 pg) stained with Ponceau-S solution.
Molecular mass marker is shown on the left (size in kDa).

we performed a zymogram experiment containing copolymerized
gelatin using different Loxosceles spider venoms. As depicted in
Fig. 3A, all venoms possess proteases and degraded gelatin at
electrophoretic mobilities similar to those previously reported for
immunological cross-reactivity. In addition, based on the fact that
astacin proteases are zinc metalloproteases, we examined the
ability of the divalent metal chelator 1,10-phenanthroline to block
the observed proteolytic activity. As shown, 1,10-phenanthroline
abolished the gelatinolytic activity of the different Loxosceles
venoms, further supporting the hypothesized presence of LALPs in
venoms (Fig. 3B).

3.4. Identification of mRNA of astacin-like toxins in the venom
glands of L. laeta and L. gaucho

To reinforce the presence of astacin gene family members in the
venoms of different brown spiders, we extracted mRNA from the
venom glands of L. laeta and L. gaucho. cDNA was then synthesized
using primers for LALP1. The existence of astacin-like molecules in
the venom glands of L. laeta and L. gaucho was further confirmed by
sequencing these PCR products. The sequenced cDNAs were iden-
tified as astacin-like molecules using the Pfam database [38] and
Blastx search [34]. The deduced amino acid sequences for the
cDNAs obtained from L. laeta (Fig. 4A) and L. gaucho (Fig. 4B) have
astacin family domains (Peptidase family M12A, Pfam database
accession number PF01400) including conserved cysteine residues,
the enzymatic catalytic domain (HEXXHXXGXXHE), and the
methionine-turn (MXY) (Fig. 4A and B). This proved the presence of
astacin-like toxins in L. laeta and L. gaucho venoms and the exis-
tence of astacin-like proteases gene family. These Loxosceles asta-
cin-like proteases from L. laeta (Fig. 4A) and L. gaucho (Fig. 4B) were
named LALP4 and LALP5, respectively.

3.5. Multiple alignment analysis of the cDNA-deduced amino acid
sequences for LALPs and other members of astacin family

To further explore the conserved amino acid residues among the
newly identified toxins and other members of the astacin family, we
performed a multiple sequence alignment to compare the amino
acid identities among distinct astacin family members. Sequence
alignment results (Fig. 5) for LALP1, LALP2, LALP3 (L. intermedia
astacins), LALP4 (L. laeta astacin), and LALP5 (L. gaucho astacin)
show moderate identities for all five LALPs. LALP2 has 43% identity
with LALP1 and LALP3 has 46% identity with LALP1 (Table 1).
All LALPs have moderate identities when compared with each other
and when compared with other astacin-like proteases (Table 1). In
general, LALPs have the greatest identity to nematode astacin
protease family members (NAS15, NAS7, NAS6 and NAS4). LALPs are
more similar to an ancient arthropod astacin (LAST) than to another
spider astacin (Tolloid-like). The predicted amino acid sequences
alignment additionally confirmed conserved features for these
different molecules (specifically for catalytic domains containing
the zinc-binding motif) and strengthened the hypothesis that
astacins are a gene family in Loxosceles spider venoms (Fig. 5). Based
on amino acid identities (Table 1), LALPs are homologous to other
astacin family members from a variety of organisms such as
nematode astacins; mouse and human ovastacins; crayfish astacin
(A. astacus); human, mouse and spider tolloids; Limulus polyphemus
astacin; and human and mouse meprins.

4. Discussion
In general, venoms of different animals are mixtures of bioactive

molecules such as phospholipases, hyaluronidases, peptides, and
proteases, which by acting in an additive or synergistic way exert
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Fig. 3. Proteolytic effect and 1,10-phenanthroline inhibitory sensitivity of venom toxins on gelatin (A) The gelatinolytic activity of L. intermedia, L. laeta, and L. gaucho crude venom
toxins was assessed using a zymogram copolymerized with gelatin (3 mg/mL). All venoms have gelatinolytic activity, as demonstrated in lane 1 for L. intermedia crude venom toxins,
lane 2 for L. laeta crude venom toxins, and lane 3 for L. gaucho crude venom toxins. (B) The gelatinolytic activities of L. intermedia crude venom toxins (lane 1), L. laeta crude venom
toxins (lane 2), and L. gaucho crude venom toxins (lane 3) were abolished when the crude venom toxins were incubated with 1,10-phenanthroline.

deleterious effects. Toxins with proteolytic activities in venoms of
different animals have been described as playing a major role in the
noxious effects reported followed envenomation, such as edema,
hemorrhage, and necrosis [26,32,39].

In this report, we describe the identification of a gene family of
astacin-like toxins in L. intermedia (LALP2 and LALP3) and in other
species of Loxosceles (L. gaucho, L. laeta) suggesting that members of
the astacin family will be found in all South America Loxosceles.

The idea of homolog members of the astacin family was
initially observed using serum against LALP1, which reacted with
L. intermedia whole venom, producing three bands by western blot
(Fig. 2B), suggesting the existence of different isoforms or even
different members of the family in the same venom. Additionally,
we cloned two novel metalloprotease toxins from the L. intermedia
venom gland. We named these toxins LALP2 and LALP3 (from
Loxosceles Astacin-Like Protease), complementing the family of the
previously identified member originally named LALP (now called
LALP1) [7]. Astacin-like toxins (LALP1, LALP2 and LALP3) can be
considered a gene family in L. intermedia since multiple members
are expressed in this venom.

Based on the cDNA-predicted amino acid sequence, we identi-
fied these two venom toxins as belonging to the brown spider
astacin-like toxin family. Their primary sequence includes a signal
sequence and mature protein sequence similar to those of other
astacin-like molecules, particularly LALP1 from L. intermedia
venom. Several lines of evidence support LALP2 and LALP3 as
astacin-like molecules. The nucleotide and deduced amino acid
sequences are similar to those of several members of the astacin
family. The molecular mass and isoelectric point calculated from
deduced amino acid sequences of pro-proteins are very similar to
those described for other astacin molecules. Several other pieces of
evidence strengthen the identification of LALP2 and LALP3 as
astacin-like metalloproteases. LALP2 and LALP3 both have the
astacin signature HEXXHXXGXXHE, which is the zinc binding
domain of catalytic site, and the Met-turn MXY, an amino acid
domain involved in the maintenance of the conformation of the
enzyme [4,6].

Our results show three very different astacin homologs within
the venom of L. intermedia, this data strongly suggest that they are
paralog genes, which are different members of a gene family
resulted from duplication events that yield multiple copies in the
same genome. Paralog genes were already described in Loxosceles
species, the phospholipase-D (LoxTox) gene family [40—42].

The first evidence of the putative existence of different toxins
belonging to astacin gene family in different Loxosceles species
came from the characterization of antigenic cross-reactivity by
ELISA and immunoblotting using antibodies against LALP1 [7]. The
data suggested that crude venom from L. intermedia, L. laeta, and
L. gaucho contains LALP1-like proteins at 25—32 kDa region.
Moreover, antibodies raised under identical conditions against
whole venoms from L. intermedia, L. gaucho, and L. laeta had high
cross-reactivity with recombinant LALP1, which suggested that
epitopes present in this toxin are strong antigenic determinants
and corroborated the presence of astacin-like toxin members in
different Loxosceles venoms, thus strengthening the idea of this
toxin family widespread in the genus.

However, since we were using polyclonal antibodies, the iden-
tification of these toxins from L. laeta and L. gaucho crude venoms as
members of the astacin family had to be confirmed. Astacin
members differ from other zinc metalloprotease families in
conserved amino acid residues in the catalytic domain and
methionine-turn. Therefore, the epitopes recognized in the
immunoassays could not be the astacin domains. Whole venoms
had gelatinolytic activity, which was completely abolished by 1,10-
phenanthroline (a divalent metal chelator), supporting the metal-
loprotease nature of these proteolytic activities. These results
proved that all of these venoms contained metalloproteases, which
is in agreement with the literature [13,25,26,28]. The cross-reac-
tivity and zymogram assays showed that proteases from L. laeta and
L. gaucho were related to LALP1, as they showed metalloprotease
activity and similar molecular weight by SDS-PAGE. However, what
type of metalloprotease they were had to be investigated.

To confirm that the toxins identified by ELISA, immunoblotting
and zymogram assays were LALPs and that we had identified the
gene family of astacin-like toxins in the Loxosceles genus, we
extracted total RNA from venom glands of L. laeta and L. gaucho
specimens and screened them for astacin-like metalloproteases via
PCR with LALP1 primers. Sequence analysis of the obtained prod-
ucts showed that metalloproteases from L. laeta and L. gaucho
venoms were astacin proteases, with astacin-family signature
motifs (HEXXHXXGXXHE and MXY). These Loxosceles astacin-like
toxins were then named: LALP4 (Loxosceles astacin-Like Protease
4 - L. laeta astacin-like protease) and LALP5 (Loxosceles astacin-Like
Protease 5 - L. gaucho astacin-like protease).

All these results suggest that there is a gene family of astacin-
like toxins in the Loxosceles genus, and these toxins may play an
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Fig. 4. LALP4 and LALP5 nucleotide and amino acid sequences. (A) The nucleotide and deduced amino acid sequences obtained from sequencing the L. laeta PCR product (LALP4).
(B) The nucleotide and deduced amino acid sequences obtained from sequencing the L. gaucho PCR product (LALP5). The astacin family motifs, the catalytic site (HEXXHXXGXXHE)
and the Met-turn (MXY), are indicated with a box for both isoforms. Brackets mark the putative N-glycosylation sites in LALP4 and LALP5.

important role in the injurious effects of venoms from these spiders
in human beings. According to previously published data, other
Loxosceles venom toxins, such as phospholipase-D, which is called
dermonecrotic toxin and is the best-characterized toxin, are also
a family of important toxins in Loxosceles venoms [16,17,33,40—43].

Astacin molecules can be found in almost all animal taxa,
revealing that despite selective forces the astacin domain has been
conserved [4]. This also suggests the important functions of these
molecules. Astacin members have functional heterogeneity, acting in
distinct biological processes, in different tissues and organisms [2,4].
We compared astacin family members from different animal taxa to
LALPs. Based on protein sequence analysis comparing LALP2, LALP3,
LALP4, and LALP5 to several different astacin family members
additionally supports these molecules as astacin-like molecules. This
comparison indicated that these toxins closely resemble astacin
(from A. astacus), the prototype of the family [4]. Astacin-like toxins
found in Loxosceles venoms are more divergent from astacins

present in organisms grouped in the Aranea order (LALPs versus
Tolloid-like astacin from Achaearanea tepidariorum) than when
compared with organisms that are evolutionarily distant, such as the
nematode C. elegans (Loxosceles spp and C. elegans are grouped in the
same kingdom - Metazoa) and the ancient arthropod Limulus poly-
phemus (Loxosceles and L. polyphemus share subphylum Chelicerata).
These findings based on amino acid sequence similarities with
different organism taxa (protein similarities between animals that
are evolutionarily distant and protein differences between animals
that are evolutionarily close) occur not only for astacins. The
nematode Steinernema carpocapsae serine protease is clustered with
insect Anopheles gambiae str.PEST, Agrotis ipsilon, and Helicoverpa zea
serine proteases [44], and the proteinase domain from Podocoryne
carnea metalloproteinase (PMP1) is more similar to human meprin
than to HMP1 from Hydra vulgaris (another hydrozoan)[45]. To date,
little is known about the evolution of this gene family, thus a further
phylogenetic study and analysis will be necessary to understand
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Fig. 5. Multiple alignment analysis of the cDNA-deduced amino acid sequences for the Loxosceles astacin-like proteases with other astacin-like metalloproteases. Sequences were

aligned using the CLUSTAL W2 program (www.ebi.ac.uk/CLUSTAL). Multiple alignment

analysis of amino acid domains of Loxosceles astacin-like proteases and other astacin family-

related members (listed in the Table 1 legend). Amino acid identities are shaded in black, and conservative substitutions are in gray. Arrows in the box point to the astacin signature

sequence and Met-turn.

the evolutionary characteristics of Astacin molecules within the
Metazoa [46].

Astacin molecules as components of animal venom were first
described in 2007 and, to date, have only been described for

Loxosceles Brown spider venom [7]. Although another astacin
(tolloid-like, published in GenBank® Database, 2003, BAD01492.1)
involved in embryo development has been found in A. tepidariorum,
a spider whose venom is not toxic to humans. Metalloproteases
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Fig. 5. (continued).

from snake venoms (SVMPs) belong to a distinct metzincin family,
the adamalysin II family [2,43].

The mechanisms by which Loxosceles venoms act are still being
elucidated. Today, using molecular biology and proteomic tech-
niques it is believed that there are more than one hundred different
toxins and or isoforms of the same toxin in brown spider whole

venom [9,40,42,43]. It is possible that the deleterious effects
observed after bites represent the sum total of individual biological
properties triggered by different toxins in the venom. For instance,
in the dermonecrosis observed followed envenomation, the
inflammatory response plays an essential role in the skin lesion
[7,9,22]. In this case, dermonecrotic toxins induce indirect and
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Table 1

Percentage of identity between astacin family members. Proteins compared are as
follows: LALP2 (astacin-like metalloprotease toxin precursor 2 L. intermedia
GQ227490), LALP3 (astacin-like metalloprotease toxin precursor 3 L. intermedia
GQ227491), LALP4 (astacin-like metalloprotease toxin Loxosceles laeta, EST -
GR277667), LALP5 (astacin-like metalloprotease toxin Loxosceles gaucho, EST -
GR277668), LALP (astacin-like metalloprotease toxin precursor L. intermedia
ABK20019), Astacin (A. astacus CAB43519), LAST (L. polyphemus — an ancient
arthropod — astacin CAQ16892.1), LAST-MAM (L. polyphemus MAM-contaning
astacin-like metaloprotease CAQ16893.1), NAS-4 (Nematode Astacin-4 AAB53827),
NAS-6 (Nematode Astacin-6 NP503121), NAS-7 (Nematode Astacin-7 CAD99206.1),
NAS-15 (Nematode Astacin-15 NP_508154.2), CBR-NAS-7 (C. briggsae Nematode
Astacin AAP31996.1), hOvast (Human Ovastacin CAD61265), mOvast (Mouse Ovas-
tacin CAD61264), sTolloid-like (Spider Tolloid-Like BAD01492.1), hTolloid1 (Human
Tolloid-like 1 043897), hTolloid2 (Human Tolloid-like 2 Q9Y6L7), mTolloid (Mouse
Tolloid-like NP033416), hMeprinA (Human Meprin alpha chain NP005579), mMe-
prinA (Mouse Meprin alpha chain NP032611), hMeprinB (Human Meprin beta chain
NP005916), mMeprinB (Mouse Meprin beta chain NP032612), Alveolin (Fish astacin
— Oryzias latipes — NP_001098139.1), BP10 (Urchin Blastula Protease10 CAA39673),
SPAN (S. purpuratus Astacin-like protease AAA30072) and XHE (Xenopus Hatching
Enzyme BAA14003).

LALP2 LALP3 LALP4 LALP5

LALP2 - 55 44 39
LALP3 55 - 48 40
LALP4 44 48 — 72
LALP5 39 40 72 -

LALP1 43 46 75 75
Astacin 31 30 34 31
LAST 38 38 49 41
LAST-MAM 34 38 41 37
NAS-4 35 35 44 40
NAS-6 35 35 41 40
NAS-7 32 34 42 38
NAS-15 33 39 42 40
CBR-NAS-7 32 34 41 38
hOvast 25 26 36 30
mOvast 27 29 38 33
sTolloid 28 32 40 31
hTolloid1 31 29 38 31
hTolloid2 30 30 40 31
mTolloid 31 29 38 31
hMeprinA 24 27 33 24
mMeprinA 24 28 33 25
hMeprinB 29 26 35 32
mMeprinB 29 31 33 34
Alveolin 35 36 35 32
BP10 33 31 42 37
SpAN 34 30 42 35
XHE 26 31 38 27

dysregulated neutrophil activation caused by blood vessel endo-
thelia [47,48], which culminates in an aseptic coagulative necrosis.

Based on the results reported herein, astacin-like toxins are
a very representative and conserved molecule among venoms of
different Loxosceles species, constituting a gene family that is
widespread in the South America Loxosceles and probably will be
found throughout the genus. The presence of proteins in the
astacin size range that are visible in SDS-PAGE protein profiles of
species across the genus reinforce this idea [15,41]. What are the
biological functions played by astacin-like proteases in brown
spider venoms? The first hypothesis we propose is based on the
homology of venom LALPs with astacin from A. astacus, the first
member of family described [2], which is a digestive enzyme.
Astacin-like venom proteases could possess a digestive function
used to initially degrade molecules in prey, which could then be
carried away as food. The presence of astacin-like proteases in the
digestive egesta of the spider Argiope aurantia [49] corroborates
the suggestion of the expression of astacin-like molecules with
digestive functions in spiders. Moreover, another putative function
triggered by astacin-like brown spider venom toxins is the ability
to degrade extracellular matrix constituents. Metalloproteases
from L. intermedia crude venom degrade both A and B chains of

fibronectin into a variety of smaller fragments, an event inhibited
by 1,10-phenanthroline [7,13,29,50,51]. Since fibronectin is
a multifunctional protein involved in platelet aggregation, blood
vessel stability, and wound healing, we suggest a relationship
between the proteolytic activity of this venom with local hemor-
rhage, imperfect platelet adhesion, and difficulties in wound
healing, which can occur near bite sites. Also, brown spider venom
metalloproteases from L. intermedia, L. gaucho, and L. laeta
partially digest fibrinogen [7,13,28,29]. Such venom fibrinogenol-
ysis could play a role during local hemorrhage described in the
dermis of bite victims. Additionally, L. intermedia venom degrades
entactin and the protein core of purified heparan sulfate proteo-
glycan [25,26,51], two important constituents of basement
membranes (specialized forms of extracellular matrix), which play
essential roles in blood vessel stability and platelet adhesion.
Again, such proteolysis could be involved in local hemorrhage at the
bite site and increased vascular permeability following brown
spider accidents. By degrading extracellular matrix molecules,
brown spider venom proteases also could render tissue structures
more permeable and play a role in the spreading of other noxious
toxins through the bodies of victims. Strengthening these hypoth-
eses, metalloproteases are well-described molecules in different
snake venoms [52—54]. In Sistrurus catenatus edwardsii (Desert
Massasauga) venom, metalloprotease comprises 12% of all tran-
scripts [55]. Snake venom metalloproteases (SVMPs) are related to
injurious effects in envenomation. For example, Leucurolisin-B
(SVMP from white-tailed jararaca venom) can promote anti-
coagulation and inhibit collagen-induced platelet aggregation, thus
playing a role in victim's local hemorrhage [56]. Additionally,
a protease toxin in the venom could be important for the processing
of other peptide-derived toxins that, after proteolysis, are active and
may be involved in the deleterious effects of loxocelism [7].

Another important question that remains concerning astacin-
like brown spider proteases is why different isoforms of toxins are
produced in the same animal's venom (paralog genes). We may
speculate that this family of toxins is a sum or synergistic adapta-
tion to paralyze and kill insect prey, as well as a form of defense. In
addition, different isoforms of the same toxin may represent
a biological mechanism of defense against environmental influ-
ences (such as humidity, pH, natural inhibitors, and denaturing
agents), which under different conditions may inhibit some toxins
but not others.

In summary, based on immunological cross-binding, biochemical
activity, sensitivity to enzyme inhibitors, and molecular biology
approaches we identified the existence of brown spider venom
toxins belonging to a gene family of astacin-like proteases. This
discovery shows that these astacin-like proteases in brown spider
venom are conserved and may therefore have biological significance.
Moreover, based on immunological cross-reactivity and molecular
biology techniques, we cloned two novel astacin-like toxins from the
venom gland of L. intermedia, which were characterized as astacin-
like proteases due to their conserved catalytic domain and additional
molecular signatures. These data also confirm the existence of the
astacin-like proteases gene family in all species studied herein and
suggest it is present throughout the genus. Together, these results
provide insight into loxoscelism and can further contribute to the
understanding of this metalloprotease family.
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SYNOPSIS

Brown spider dermonecrotic toxins (phospholipases-D) are the most well-characterized
biochemical constituents of Loxosceles spp. venom. Recombinant forms are capable of
reproducing most all cutaneous and systemic manifestations such as dermonecrotic
lesions, hematological disorders, and renal failure. There is currently no direct
confirmation for a relationship between dermonecrosis and inflammation induced by
dermonecrotic toxins and their enzymatic activity. We modified a toxin isoform by site-
directed mutagenesis to elucidate if phospholipase-D activity is directly related to the
biological effects. The mutated toxin has a histidine residue at position 12 (conserved
catalytic domain) that has been replaced with alanine. LiRecDT1H12A
sphingomyelinase activity was drastically reduced and CD analysis demonstrated
similar spectra for both isoforms, confirming the mutation did not change general
secondary structures of the molecule or its stability. Venom and LiRecDT1 antisera
showed antigenic cross-reactivity to both toxins by ELISA and immunoblotting.
Dermonecrosis was abolished by mutation, whereas rabbit skin revealed a decreased
inflammatory response for LiRecDT1H12A compared to LiRecDT1. Residual
phospholipase activity was confirmed increasing concentrations of LiRecDT1H12A by
dermonecrosis and fluorometric measurement in vitro. Lipid array showed that toxins
have an affinity for the same lipids and were both toxins detected on RAEC cell surface.
Confocal analysis suggested redistribution of lipid rafts on the RAEC membrane only
after exposure to the LiRecDT1. Choline release in vitro and HPTLC analyses of
LiRecDT1 treated- purified phospholipids and RAEC membrane detergent extracts
corroborate with morphological changes as phospholipase-D dependent toxic
mechanism, which has no substrate specificity resulting in broad range of bioactive
lipids.

Key words: venom, Loxosceles intermedia, dermonecrotic toxin, phospholipase-D,
endothelial cells, inflammatory response.

short title: brown spider phospholipase-D and cell membrane
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