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RESUMO

As aranhas do género Loxosceles, conhecidas como aranhas-marrom, s&o os
agentes do loxoscelismo, quadro clinico ocasionado pela sua picada. O
envenenamento gera uma lesdo dermonecrotica que em casos mais graves pode
levar ao Obito, sendo assim, um desafio para a saude publica no Brasil. O veneno
dessas aranhas contém uma mistura de enzimas, glicoproteinas e peptideos com
destaque para as fosfolipases-D (FLDs), descritas como toxinas dermonecréticas, que
sozinhas tém a capacidade de reproduzir experimentalmente quase todos os sintomas
do loxoscelismo. FLDs recombinantes com mutagdes sitio-dirigidas foram
desenvolvidas revelando a importancia de aminoacidos-chave no processo catalitico
e toxico. Além disso, apesar do alto numero de acidentes, o tratamento do
loxoscelismo ainda nao € padronizado, envolvendo a aplicagdo de soros
antiloxoscélicos em casos sistémicos moderados e graves, mas a eficacia depende
da administragao rapida, o que é desafiado pela picada muitas vezes indolor e pela
falta de um diagnostico especifico. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é avaliar a
capacidade protetiva de uma vacina loxoscélica frente aos danos locais e sistémicos
utilizando fosfolipases-D recombinantes mutadas no reconhecimento do substrato,
atividade catalitica e coordenagdo do cofator da enzima (LiRecDT1-W230A,
LIRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A, respectivamente) como antigeno. As
construcbes com as fosfolipases-D mutadas foram transformadas em cepas de
bactérias BL21(DE3) pLysS, expressas, purificadas e sua pureza avaliada através de
uma eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida, camundongos e coelhos
foram vacinados com 3 doses contendo um pool das FLDs mutadas para avaliar as
protecbes sistémica e cutanea, respectivamente. O esquema vacinal dos
camundongos consistiu em 100, 60 e 30 ug de proteina e dos coelhos foram testadas
duas formulagées, de maior (300, 600 e 1000 ug) e menor massa (75, 150 e 250 ug).
Em seguida, o soro dos coelhos foi coletado e realizado o ensaio de ELISA. A protegéo
sistémica foi demonstrada com 90% de sobrevivéncia dos camundongos vacinados e
desafiados com veneno de L. intermedia. Ja em coelhos, foi observada
macroscopicamente a diminui¢ao da lesdo cutanea dos grupos vacinados em relagao
aos controles, além da redugao de 70% da area de dermonecrose até 96h e 60% do
edema durante todo o tempo de analise. Com o ensaio de ELISA p6de-se comprovar
a producao dos anticorpos nos animais. Portanto, os resultados desse estudo tém
importancia cientifica e biotecnoldgica, ja que reforcam a utilizagao de FLDs mutadas
como antigenos e demonstram sua eficacia e seguranga. Além disso, podera
contribuir futuramente para a produgcdo de insumos empregados no tratamento ou
prevencao do loxoscelismo.

Palavras-chave: Aranha-marrom. Fosfolipase-D. Vacina.



ABSTRACT

Spiders from the Loxosceles gender, also known as Brown spiders, are agents of
loxoscelism, a clinical condition caused by its sting. Envenoming generates a
dermonecrotic lesion that in more severe cases can lead to death, therefore, becoming
a challenge to public health in Brazil. The venom from these spiders contains a mix of
enzymes, glycoproteins and peptides, with an emphasis on phospholipases D (PLDs),
described as dermonecrotic toxins, that by themselves have the capacity to
experimentally reproduce almost every symptom of loxoscelism. Recombinant PLDs
with site-directed mutations were developed showing the importance of key amino
acids on the catalytic and toxic process. Besides that, despite the high number of
accidents, loxoscelism treatment is still not standard, involving the application of anti-
loxoscelic serum in moderate and severe systemic cases, but the efficiency depends
on quick administration, which is challenging due to usually painless stings and to the
lack of a specific diagnosis. Therefore, the objective of this work is to evaluate the
protective capacity of a loxoscelic vaccine facing local and systemic damages using
recombinant mutated phospholipases D on the recognition of substrate, catalytic
activity, and enzyme cofactor coordination (LiRecDT1 W230A, LIRecDT1 H12-H47A
and LgRecDT1 E32-D34A, respectively) as antigen. The construction of mutated
phospholipases D were transformed into strains of bacteria BL21(DE3) pLysS,
expressed, purified and its purity evaluated through an electrophoresis in
polyacrylamide gel. Next, mice and rabbits were vaccinated with 3 doses containing a
pool of mutated PLDs to evaluate the systemic and cutaneous protections,
respectively. The vaccination scheme for mice consisted in 100, 60 and 30 ug of
protein, and for rabbits two formulations were tested, with larger (300, 600 and 1000
Mg) and smaller (75, 150 and 250 ug) mass. Then, the rabbit serum was collected, and
the ELISA assay was performed. The systemic protection was demonstrated with 90%
survival rate of vaccinated mice and challenged with L. intermedia venom. In rabbits,
the decrease of cutaneous lesion of vaccinated groups was macroscopically observed
in comparison to the control group, besides a 70% reduction of dermonecrosis area in
96 hours, and 60% of the edema during the whole analysis period. With the ELISA
assay it was able to prove the production of antibodies on animals. Thus, the results
of this study have scientific and biotechnological importance since it reinforces the
utilization of mutated PLDs as antigens and shows its efficiency and safety.
Furthermore, it will be able to contribute to the production of inputs used on the
treatment or prevention of loxoscelism in the future.

Keywords: Brown spider. Phospholipase D. Vaccine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Aranhas do género LOXOSCelES. .............uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 14
Figura 2 - Progressao do loxosceliSmo CUtANEO...........coouvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
Figura 3 - Proporcao das toxinas do veneno de Loxosceles Sp. ......ccceevvevveiviiienennnnn, 18

Figura 4 - Comparacéo da sequéncia aminoacidica das trés espécies de relevancia.

Figura 5 - Conformacéo estrutural representativa das FLDs..........ccccccccveiiiiiiiinnnnnns 22

Figura 6 - Expressao e purificacdo de fosfolipases-D com mutacdes sitio dirigidas. 29

Figura 7 - Aspecto macroscopico da lesdo dos grupos vacinados.................cc..eeeeeee 31
Figura 8 - Aspecto macroscopico da lesdo do grupo controle. ............cccceeeiiiieeiennnnns 31
Figura 9 - Evolugdo de dermonecrose € edema por grupo. .........ceeevvevveieeeeernnneeeeennnns 32

Figura 10 - Titulagdo de anticorpos de coelhos vacinados com 3 doses................... 33


https://d.docs.live.net/2fa405127e6e16b7/Documentos/UFPR/2023/2023.2/Monografia/Monografia-versaofinal2.0.docx#_Toc151048145
https://d.docs.live.net/2fa405127e6e16b7/Documentos/UFPR/2023/2023.2/Monografia/Monografia-versaofinal2.0.docx#_Toc151048146

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Notificagdes de acidentes com Loxosceles sp. no Brasil de 2012-2022...15
Tabela 2 - Letalidade em camundongos vacinados com 3 dOSes. ...........cceevveveeeeennn. 30



APC
CPPI-PR
DL

DMN
FLD

ICK

IRA

KDa
LALLT
LALPS
LiRecDT
LIRecDT
LgRecDT
SAlox
SDS-PAGE
SUS
TCTP

UFPR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antigen Presenting Cells

Centro de Producéao e Pesquisa de Imunobioldgicos do Parana
Dose letal

Dose Minima Necrosante

Fosfolipase-D

Inhibitor Cystine Knot

Insuficiéncia Renal Aguda

Quilodalton

Loxosceles Allergen-Like Toxin

Loxosceles Astacins-Like Proteases

Loxosceles intermedia Recombinant Dermonecrotic Toxin
Loxosceles laeta Recombinant Dermonecrotic Toxin
Loxosceles gaucho Recombinant Dermonecrotic Toxin
Soro Anti-loxoscélico

Gel de poliacrilamida em Dodecil sulfato de sodio
Sistema Unico de Saude

Translationally Controlled Tumor Protein

Universidade Federal do Parana



SUMARIO

1 INTRODUGAO .........ooommrviemmeecoeseseoes e 11
10 OBUETIVOS ..oooovoooeevcocesees s 13
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......coomvvoieiecnseeieseeeieseesses e 13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ccooooooiriionneiinseiiesseecesesssssssssessssss 14
2.1 ARANHAS-MARROM .........oooomriiiiniisinsesssensssssssssssssssssss s 14
2.2 LOXOSCELISMO........oocoreeeineeesnseessessesssesssssssssssssssssssss s 15
2.3 VENENO LOXOSCELICO.......oirvoormrririneesesnessssesssssssessssss s 17
2.4 FOSFOLIPASES-D .....coooomiieieeeiinseeisess s 19
2.5 VACINAS .......ooomriveiineseesesesssss oo 23
2.6 IDENTIFICAGAO E TRATAMENTO DO LOXOSCELISMO ..........cconrrverrnnne. 24

3 METODOLOGIA.............oomirvoeineeceineessesseessessssssess s essssss s 24
3.1 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DOS ANTIGENOS ........ccoovvvvrrmrrirrnniinnns 24
3.2 CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DOS ANTIGENOS............ccoovrvvrerrrrenne, 26
3.3 VACINAGAO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO
SISTEMICO ..o 26
3.4 VACINAGAO DE COELHOS E AVALIAGAO DA LESAO CUTANEA ........... 27
3.5 VERIFICAGAO DO TITULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZIME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY) ....ooooovvvooessevossessssssessssssesssossesssssssessssssssssssssssoos 28

4 RESULTADOS........oooooorvvooressoooeseesesssesssossesssssssssssss oo 28
41 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DOS ANTIGENOS ........ovvveveerrrerenrreeonnne. 28
4.2 VACINAGAO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO
SISTEMICO ..o 29
4.3 VACINAGAO DE COELHOS E AVALIAGAO DA LESAO CUTANEA............ 30
4.4 VERIFICAGAO DO TiTULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZYME
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) w.....ocomvvvommnnevosissesssssssssssssessssss s 32

5 DISCUSSAOD ......oooommiiiiieiieieseeiseseessss s 33

6 CONCLUSAO..........ooimvooiieiieineeices e 37

REFERENCIAS ..........oooivvoinivionsesssessesssessssssess s sssss s esssss oo 38

ANEXO I = COMITE DE ETICA .........coovimiieeeeceeeeeeee e 48



11

1 INTRODUGAO

As aranhas do género Loxosceles pertencentes a familia Sicariidae compdem
o filo Arthropoda, mais numeroso dentre os animais terrestres. Essas aranhas tém
como particularidade morfolégica o prossoma contendo um desenho que lembra um
violino e de cor marrom, que deram origem aos seus dois homes populares: aranha-
marrom ou aranhas violino (Futrell,1992). Sdo pequenas, possuindo entre 1 e 5 cm,
nao sao agressivas (picando somente quando tém seu corpo pressionado) e mantém
habitos noturnos. Além disso, seus trés pares de olhos dispostos em semicirculo
diferem do padrao encontrado em outras aranhas (Chaim et al., 2011; Hogan, Barbaro,
Winkel, 2004).

O loxoscelismo é o quadro clinico decorrente do envenenamento pela picada
da aranha-marrom (Futrell, 1992; Gremski et al., 2020) e dentre as espécies mais
relevantes na América do Sul estdo Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta e
Loxosceles gaucho devido ao grande numero de acidentes registrados (Isbister & Fan,
2011). No Brasil, o loxoscelismo é considerado um problema de saude publica, tendo
a média de 7.619 casos por ano (2012-2022) (Ministério da Saude, 2023). As
manifestacbes podem ser divididas entre cutaneas e sistémicas, sendo a primeira
mais comum e caracteristica pelo aparecimento da lesdo dermonecrotica; e a segunda
€ menos comum, porém de ocorréncia clinica mais grave podendo levar a obito
(Isbister & Fan, 2011; Gremski et al., 2014).

O veneno dessas aranhas é uma mistura incolor de enzimas, glicoproteinas e
peptideos, com a prevaléncia de proteinas entre 4 e 40 kDa (Gremski et al., 2014;
Chaves-Moreira et al., 2017). Segundo o transcriptoma da glandula de veneno de L.
intermedia, 43,5% dos transcritos sédo toxinas (Gremski et al., 2010). Dentre as toxinas
encontram-se as fosfolipases-D (FLDs), uma das mais expressas, caracterizadas e
estudadas devido a capacidade de sozinhas reproduzirem experimentalmente grande
parte dos sintomas do loxoscelismo (Gremski et al., 2014; Gremski et al., 2020).

Analises de estrutura cristalografica e dindmica molecular demonstraram que a
acgao catalitica das FLDs esta relacionada aos aminoacidos His47 e His12, que atuam
na ligacdo fosfodiéster dos fosfolipideos alvo. O seu principal substrato é a

esfingomielina e, apds clivagem, libera colina e ceramida-1-fosfato (Masood et al.,
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2017; Gremski et al.,, 2020). Estes metabdlitos bioativos sdo responsaveis por
desencadear a dermonecrose e o processo inflamatério (Gomez-Munoz et al., 2013;
Maceyka e Spiegel, 2014; Gremski et al., 2020).

Ainda que possua um alto indice de notificagao de acidentes, o tratamento para
o loxoscelismo ainda nao é padronizado. Dos tratamentos disponiveis tém-se o soro
antiloxoscélico (SAlox), contendo anticorpos contra as toxinas dos venenos das trés
especies acima mencionadas. Sua producdo acontece no Centro de Producgao e
Pesquisa de Imunobiolégicos do Parana (CPPI-PR) a partir do isolamento do plasma
de equinos hiperimunizados. Além desse, o Instituto Butantan produz um soro mais
abrangente, o antiaracnidico, que contém anticorpos contra o veneno de trés géneros

(Loxosceles, Phoneutria e Tityus) (Ministério da Saude, 2001).

Entre as problematicas envolvidas tém-se o correto diagndstico considerando
que a dermonecrose nao € uma manifestacao exclusiva do loxoscelismo. Além disso,
a recomendacao do Ministério da Saude € que a aplicagdo dos soros seja realizada
em casos moderados e graves para diminuir os sintomas sistémicos e a agao
gravitacional da lesdo dermonecraética (Polli et al., 2021; Ministério da Saude, 2001).
Porém, devido a picada ser geralmente indolor, os pacientes acabam demorando por
buscar ajuda, o que dificulta o tratamento considerando que a eficacia desses soros

depende de uma rapida administracao (Pauli et al., 2009; Da Silva et al., 2004).

A obtengao de isoformas mutadas recombinantes foi essencial para entender
melhor o mecanismo de acdo dessas enzimas. Com mutagdes sitio-dirigidas, as
isoformas apresentaram atividade enzimatica reduzida e toxicidade ausente.
Substituindo aminoacidos-chave por alanina, as moléculas perderam a capacidade de
clivar esfingomielina, estimular a dermonecrose e aumentar a permeabilidade
vascular, porém mantiveram a sua conformacdo tridimensional e epitopos
imunoldgicos (Gremski et al., 2014; Chaim et al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika
et al., 2016). Assim, o presente trabalho visa estudar a vacinagao a partir das FLDs
mutadas LiRecDT1W230A, com modificagdo nos dominios de reconhecimento de
substrato; LIRecDT1H12-H47, mutada no dominio relacionado a atividade catalitica
da enzima; e LgRecDT1E32-D34A, com alteragao no dominio coordenagao do cofator
Mg?*.
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Dessa forma, imunégenos nao toxicos feitos a partir de isoformas
recombinantes tém sido estudados a fim produzir antivenenos e vacinas protetoras
contra o loxoscelismo. Em trabalhos anteriores, Polli e colaboradores (2021) e
Antunes e colaboradores (2023) demonstraram a elaborag&o de uma vacina protetora
e soro de segunda geracao, respectivamente, a partir de FLDs recombinantes
mutadas reconhecidas pelo sistema imune e capaz de proteger parcialmente coelhos
contra a dermonecrose. Além disso, foi demonstrado também a reducao de 79% da
taxa de letalidade em camundongos contra o veneno de L. intermedia (Polli et al.,
2021). Mas estes resultados exigem um refinamento adicional para ajustar o esquema
vacinal. Assim, o presente estudo investigou diversos protocolos de imunizagao e sua
eficacia para proteger coelhos do aracnidismo dermonecrético e camundongos da

letalidade induzida pelo veneno de Loxosceles.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar comparativamente a capacidade protetiva de diferentes protocolos de
imunizagao referentes a uma vacina loxoscélica frente aos danos locais e sistémicos
utilizando fosfolipases-D recombinantes mutadas (LiRecDT1W230A, LIRecDT1H12-
H47A e LgRecDT1E32-D34A) como antigeno.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter FLDs mutadas em cepa bacteriana de expressao;

2. Comparar a capacidade de protecdo vacinal contra a letalidade de
camundongos;

3. Comparar a capacidade de protecao de diferentes protocolos de vacinagao
contra os danos locais em coelhos;

4. Avaliar a produgdo de anticorpos em coelhos submetidos a diferentes

protocolos de vacinagéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21  ARANHAS-MARROM

Aranhas sdo animais do filo Arthropoda, sendo esse 0 grupo mais numeroso
dentre os animais terrestres. Dentre suas caracteristicas principais, as aranhas tém o
exoesqueleto quitinoso, um par de queliceras e quatro pares de pernas (Brusca,
Moore, Shuster, 2018). O nome Loxosceles significa “pernas inclinadas” em referéncia
a sua posigdo durante o modo de repouso (Vetter, 2008). Sdo encontradas
aproximadamente 130 espécies desse género distribuidas pelo mundo (Platnick,
2013). Dentre essas, as aranhas-marrom ou aranhas violino, ficaram assim
conhecidas popularmente, por suas caracteristicas morfolégicas do prossoma com

desenho de violino e cor marrom (Futrell,1992).

Medindo entre 1 e 5 cm, possuem dimorfismo sexual, com a fémea com corpo
maior e 0 macho com as pernas mais alongadas (FIGURA 1). Além disso, possuem
trés pares de olhos dispostos em semicirculos, diferindo do padrao encontrado na
maioria das espécies (Chaim et al., 2011). Essas aranhas sao capazes de viver meses
sem agua e comida suportando temperaturas entre 8 °C e 43 °C. Assim, o Brasil se
enquadra como um pais com o clima adequado, possuindo 12 espécies conhecidas
(Da Silva et al., 2004; Bertani et al., 2010; Gongalves-de-Andrade et al., 2012).

Figura 1 - Aranhas do género Loxosceles.

A L. intermedia L. laeta L. gaucho

As trés espécies de maior ocorréncia clinica no Brasil, mostrando o dimorfismo sexual entre macho e
fémea e as diferencgas interespécies (A) (Adaptado de Polli et al., 2021) e setas indicando os olhos
em semicirculo e desenho em violino do prossoma (B) (Adaptado de Chaim et al., 2011).
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Nos ultimos 10 anos (2012-2022) o numero de acidentes registrados foi de
83.805 casos no Brasil (TABELA 1) e desses, quase metade no estado do Parana,
com 42.298 casos registrados. Devido ao grande numero de acidentes registrados, as
espéecies de maior relevancia clinica no Brasil sdo Loxosceles intermedia, Loxosceles
laeta e Loxosceles gaucho (Pauli et al., 2006). Dos 6bitos, foram 72 no pais € 9 no
estado em questdo (Ministério da Saude, 2023), sendo assim considerado um
problema para a saude publica. Esses animais sdo encontrados em locais escuros,
como no meio de roupas, dentro dos calgados e méveis; e embora ndo sejam espécies
agressivas, quando tém seu corpo pressionado, picam e injetam seu veneno (Malaque
et al., 2002; Futrell, 1992; Hogan, Barbaro, Winkel, 2004).

Tabela 1 - Notificacdes de acidentes com Loxosceles sp. no Brasil de 2012-2022.

Ano do acidente Namero de casos confirmados
2012 7.542
2013 7.870
2014 7.263
2015 7.885
2016 7.474
2017 8.111
2018 8.658
2019 8.900
2020 7.200
2021 6.512
2022 6.390
Total 83.805

Fonte: adaptado de Sistema De Informagéo De Agravo de Notificagdo — Ministério da Saude, 2023.

2.2 LOXOSCELISMO

O quadro clinico desenvolvido em decorréncia da picada da aranha-marrom é
conhecido como loxoscelismo (Futrell, 1992; Gremski et al., 2020). Os sinais e
sintomas podem ser apresentados na forma cutanea, com a dermonecrose sendo a
principal manifestagéo, ou sistémica com altera¢gdes hematoldgicas e renais (Isbister
& Fan, 2011; Futrell, 1992).
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O quadro cutaneo contempla a maioria dos casos, sendo relacionado
diretamente com o local da picada e ao efeito do veneno sobre os componentes da
membrana (Machado et al., 2005; Futrell, 1992). No primeiro momento, ha sintomas
como ardéncia e dor, que surgem entre 2 e 8 horas apds a picada, além de pontos de
eritema, coceira, inchacgo e sensibilidade local. Entre 12 e 24 horas, ha a formagao de
um halo de tecido isquémico e nos dias subsequentes assume uma coloragéo azul-
arroxeada e opaca com propagacgao gravitacional (FIGURA 2) (Futrell, 1992). Perda
tecidual, cicatrizes desfigurantes e infecgdes secundarias sdo as principais

complicagdes do quadro clinico (Ministério da Saude, 2001).

Figura 2 - Progressao do loxoscelismo cutaneo.

A- 1 dia; B- 9 dias; C- 16 dias; D- 25 dias (Isbister e Fan, 2011).

O quadro sistémico ocorre quando o veneno atravessa a barreira epidérmica e
chega & circulagdo sanguinea. E mais raro, porém quando desenvolvido é
potencialmente mais severo (Barbaro et al., 1992; Futrell, 1992). Dentro das primeiras
24-48 horas os sintomas mais comuns sao febre, fraqueza, calafrio, mal-estar e
vomitos. Além disso, tem-se alteragbes nos mecanismos de hemostasia e coagulagéo,
hemodlise intravascular seguida de anemia hemolitica e insuficiéncia renal aguda (IRA)
(Appel et al., 2005; Ministério da Saude, 2001; Futrell, 1992). Dos sintomas
mencionados, a IRA é o principal causador de complicagdes, podendo levar a obito.

E caracterizado por hemoglobindria, hematiria e proteindria e em casos extremos
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pode levar a obstrugdo da luz tubular por acumulo de proteinas ou pelo edema das
células epiteliais (Lung & Mallory, 2000; Futrell, 1992).

Assim, outros fatores além da espécie, como sexo e estagio de
desenvolvimento da aranha, quantidade de veneno inoculado e tempo de exposigao
ao veneno sem tratamento, podem relacionar-se com a gravidade do quadro
desenvolvido. Além também, dos fatores envolvendo o paciente, como a quantidade
de tecido adiposo no local da picada, idade e a variagado genética (Pauli et al., 2009;
Ministério da Saude, 2001; Sezerino et al., 1998; Da Silva et al., 2004; Hogan, Barbaro,
Winkel, 2004; de Oliveira et al., 2005; Tambourgi et al., 2010).

2.3 VENENO LOXOSCELICO

O veneno loxoscélico € uma substancia incolor e cristalina que é produzido por
um par de glandulas localizadas no cefalotérax do animal e unidas nas queliceras.
Sua composi¢ao possui uma mistura complexa de glicoproteinas, enzimas, moléculas
organicas, com predominancia de peptideos e proteinas com baixa massa molecular,
de 5 a 40 kDa (Da Silva et al., 2004; Gremski et al., 2014).

Gremski e colaboradores (2010) apresentaram o transcriptoma da glandula de
veneno de L. intermedia e dividiram as toxinas em dois grupos: das menos expressas
e das mais expressas. Dentre as menos expressas, tem-se as hialuronidases, TCTP,
serpina e alérgenos que desempenham um papel importante na manifestacdo dos
sintomas decorrentes da picada das aranhas do género Loxosceles sp. Ja no grupo
das mais expressas encontram-se os peptideos ICK, metaloproteases e fosfolipases-
D (FLDs), correspondendo juntas a 95% dos transcritos (FIGURA 3) (Gremski et al.,
2021; Gremski et al., 2010).
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Figura 3 - Proporcéo das toxinas do veneno de Loxosceles sp.
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Grafico mostrando as toxinas do veneno de Loxosceles sp. a partir do transcriptoma da glandula de L.
intermedia. Sao vistas as proteinas menos expressas (TCTP, Alérgenos, Hialuronidases,
Serinoproteases e Serpinas) e as mais expressas (peptideos ICK, metaloproteases e fosfolipases-D)
(Gremski et al., 2010).

As hialuronidases agem como fator de dispersao e ndo como um elemento
téxico, por hidrolisarem o acido hialurdénico presente na matriz extracelular (Geren et
al., 1976; Schenone e Suarez, 1978). Desse modo, tendem a agir localmente, perto
do local da picada, permitindo que os outros componentes do veneno se difundam.
Portanto, no loxoscelismo, aumentam a area dermonecraética e do edema, além de
desencadear a propagacéao gravitacional (Ferrer et al., 2013, Gremski et al., 2021). A
TCTP e a molécula alergénica (LALLT) manifestam muito dos sintomas cutédneos
como edema, eritema, coceira, também degranulagdo de mastécitos e aumento da
permeabilidade vascular reforgando a resposta inflamatéria exacerbada (Gremski et
al., 2014; Chaves-Moreira et al., 2017; Makris et al., 2009; Lane, McCoppin e Dyer,
2011; Gremski et al., 2021; Sade et al., 2012; Boia-Ferreira et al., 2019; Justa et al.,
2020).

Por fim, as serino proteases e as serpinas (inibidores de serino proteases) sao
as moléculas que nao possuem a funcao esclarecida pela literatura. Para a primeira,
supde-se que ajam como tesouras ativando precursores moleculares e/ou participam
como enzimas digestivas apos o envenenamento da presa. Ja a segunda, sugere-se

que sua atividade inibitéria é responsavel por manter a integridade das outras
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moléculas presentes no veneno e assim, aumentar a vida util das toxinas quando

expostas no ambiente externo (Dos Santos et al., 2009; Gremski et al., 2021).

No grupo das moléculas mais expressas, correspondendo mais de 20% de
todos os transcritos da glandula de veneno de L. intermedia tem-se as toxinas
inseticidas, compostas por uma alta quantidade de residuos de cisteina na sua
sequéncia aminoacidica, os quais formam pontes dissulfeto. Formam assim, um no6
de cisteina do tipo inibidor (ICK), possuindo 4 isoformas (De Castro et al., 2004; Craik,
Daly e Waine, 2001; Moore et al.,, 2013). Relacionam-se principalmente com
atividades inseticidas ligadas ao comportamento de predagcdo de insetos pelas
aranhas e também foram descritas com funcao de defesa contra predadores (Herzig
et al., 2018; De Castro et al., 2004; Matsubara et al., 2017; Gremski et al., 2021).

Ja as metaloproteases sao moléculas presentes em diversos venenos e
compdem 9,8% do veneno de Loxosceles sp., segundo o transcriptoma da glandula
de L. intermedia (Gremski et al., 2010). Essas proteinas sédo pertencentes a familia
das metzicinas sendo dependentes de zinco para sua ativacao (Gremski et al., 2010;
Bode et al., 1993). Sua funcao é descrita pela capacidade de degradar proteinas de
matriz extracelular como fibronectina, gelatina e fibrinogénio (Feitosa et al., 1998),
sendo assim, caracterizadas como LALPs (Loxosceles Astacin-Like Proteases) (Da
Silveira et al., 2007). Possui 5 isoformas descritas, sendo 3 em L. intermedia (LALP1,
LALP2 e LALP5), 1 em L. laeta (LALP4) e 1 em L. gaucho (LALP5). Atuam dificultando
a regeneracéao do tecido através do aumento da permeabilidade, permitindo com que
outras moléculas do veneno se espalhem com mais agilidade (Trevisan-Silva et al.,
2010).

24 FOSFOLIPASES-D

As fosfolipases-D (FLDs), que também fazem parte das toxinas mais
expressas, correspondem a 20% dos transcritos de toxinas da glandula de veneno de
L. intermedia e 16% dos transcritos da glandula de veneno de L. laeta (Gremski et al.,
2010). Um estudo protedmico do veneno das trés espécies demonstrou que as toxinas
de FLDs estdo em uma mesma regiao correspondente, entre 30 e 35 kDa (Machado

etal., 2005). As FLDs tém um amplo espectro de fosfolipideos clivaveis e com o auxilio



20

de analises cristalograficas, o entendimento da sua estrutura auxiliou no entendimento

do mecanismo de ag¢ao (Masood et al., 2018).

A comparagao da sequéncia de aminoacidos das FLDs do veneno de aranha
indica que contém 284 ou 285 aminoacidos com um grau significativo de homologia
(de Santi Ferrara et al., 2009). Essa cadeia polipeptidica dobra-se na conformagao de
(0a/B) 8 barril, com residuos de aminoacidos cataliticamente ativos no sitio ativo, sitios
cataliticos e sitio de ligagdo do magnésio (Mg?*) (Fernandes Pedrosa et al., 2002;
Appel et al., 2008; Chaim et al., 2006; Murakami et al., 2006). Além disso, sao
classificadas com base no numero de pontes dissulfeto presentes na sua estrutura. O
loop catalitico (loop C) é altamente conservado entre as espécies devido a sua
estabilizacdo por uma ponte dissulfeto entre os aminoacidos C51 e C57, assim
classificando a classe | de FLDs da qual faz parte LIRecDT1 (L. /aeta), a isoforma de
PLD mais expressa na glandula de veneno dessa espécie. LiRecDT1 (L. intermedia)
e LgRecDT1 (L. gaucho), as isoformas de FLD mais expressas na glandula dessas
espécies, estdo na classe I, pois possuem uma segunda ponte dissulfeto entre C53
e C201 que liga o loop C com o loop flexivel, diminuindo a flexibilidade. As isoformas
mais expressas das trés espécies mencionadas possuem sequéncias aminoacidicas
variando entre 58% e 78% (FIGURA 4) o que contribui para as diferengas de
imunogenicidade e funcionalidade (Murakami et al., 2006; Coronado et al., 2015;
Giuseppe et al., 2011; Justa et al., 2023).
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Figura 4 - Comparacédo da sequéncia aminoacidica das trés espécies de relevancia.

L. laeta
L. intermedia
L. gaucho

L. laeta
L. intermedia
L. gaucho

L. laeta
L. intermedia
L. gaucho

L. laeta
L. intermedia
L. gaucho

L. laeta
L. intermedia

L. gaucho
PercentIdentity Matrix
LiRecDT1

LiRecDT1 100% 60.57%
LgRecDT1 78.21% 58.06%

Alinhamento multiplo de aminoacidos, com as regides conservadas em preto, substituicdes em cinza
e regides nao conservadas em branco. Asteriscos indicam as cisteinas com pontes dissulfeto e as
flechas pretas os aminoacidos conservados do loop catalitico (A). Percentual da matriz de identidade
mostrando semelhancgas (B). LiRecDT1 (GenBank: DQ218155.1), LgRecDT1 (GenBank:
JX866729.1), e LIRecDT1 (GenBank: AY093599.1) (Adaptado de: Justa et al., 2023).

A acgado catalitica dessa enzima sobre a esfingomielina é principalmente
dependente dos residuos de aminoacidos His47 e His12 presentes em sua estrutura.
Esses residuos atuam, respectivamente, na ligacao fosfodiéster para liberar colina e
na formagdo da ceramida-1-fosfato (produto da degradacdo da esfingomielina),
(Masood et al., 2017; Gremski et al., 2020; Murakami et al., 2005). Além disso, os
aminoacidos Glu32, Asp34 e Asp91 estéo envolvidos na coordenagdo de um ion Mg?*
que participa no reconhecimento, ligagdo dos substratos clivados por FLDs e na
estabilizacdo do complexo enzima-substrato (Murakami et al., 2005) (FIGURA 5).
Desse modo, gerando metabdlitos bioativos, como ceramida-1-fosfato a partir de
esfigomielina e acido lisofosfatidico a partir da clivagem de lisofosfatidilcolina, as FLDs
sdo responsaveis principalmente por desencadear um processo inflamatério, com
aumento da permeabilidade vascular e migragao de mondcitos e neutrofilos (Gomez-
Munoz et al., 2013; Maceyka e Spiegel, 2014; Gremski et al., 2020).
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Figura 5 - Conformacao estrutural representativa das FLDs.

Esquema estrutural onde as hélices a e as cadeias b s&o representadas. Em A, temos a sobreposi¢ao
das estruturas das isoformas LiRecDT1 (GenBank: DQ218155.1), LgRecDT1 (GenBank:
JX866729.1), e LIRecDT1 (GenBank: AY093599.1). Residuos envolvidos na ligagdo de ions e agao
catalitica estdo destacados. O loop catalitico esta em laranja, o flexivel em azul e o variavel em
magenta. As cores escuras e claras representam as FLDs de classe | e Il, respectivamente, o ion
magnésio € uma esfera verde e as pontes dissulfeto estdo representadas por bastdes amarelos (A). A
esfera de coordenacao do ion magnésio com os aminoacidos e ligagdes envolvidas (B) (Gremski et
al., 2014).

Mutacgdes sitio-dirigidas de FLDs recombinantes de Loxosceles sp. permitiram
a produgao de moléculas com atividade enzimatica reduzida. A troca por alanina dos
aminoacidos-chave para a ocorréncia da acao catalitica possibilitou a produgao de
isoformas sem atividade téxica que mantém a sua estrutura conformacional. Com as
substituigdes, as isoformas foram incapazes de clivar esfingomielina, estimular a
dermonecrose e aumentar a permeabilidade vascular (Gremski et al., 2014; Chaim et
al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika et al., 2016).

As isoformas recombinantes mutadas utilizadas foram LiRecDT1 W203A, com
alteracao no reconhecimento do substrato; LIRecDT1 H12-H47A, com diminui¢ao da
atividade catalitica; e LgRecDT1 E32-D34A, com modificagdo na coordenagao do ion
Mg?* (Gremski et al., 2014; Vuitika et al., 2016). A escolha dessas isoformas baseou-
se em alguns critérios como inatividade tdxica, conservacao dos epitopos, da estrutura
tridimensional das proteinas e bom rendimento apds a purificagdo. A estrutura das
proteinas mutadas foi analisada quanto a sua tridimensionalidade por meio de testes
de dicroismo circular. Os resultados n&o indicaram diferencas significativas em
relacdo ao grupo de controle, composto pelas proteinas FLD selvagens (Vuitika et al.,
2016).
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Assim, estudos anteriores testaram a seguridade das FLDs mutadas em
comparagao com as selvagens com testes in vivo e in vitro. Com coelhos e
camundongos, ndo foi observado a manifestagdo de lesdes dermonecrotica e/ou
alteracbes na permeabilidade vascular quando expostas as toxinas mutadas. Além
disso, corroborando com os ensaios ndo houve nenhuma atividade citotoxica contra
eritrocitos (Vuitika et al.,, 2016). Além disso, as isoformas recombinantes mutadas
foram testadas quanto a sua atividade e imunogenicidade pelos testes de Amplex red
e Western Blotting, respectivamente. Desse modo, quando comparadas com as
isoformas selvagens, as FLDs mutadas nao apresentavam atividade catalitica através
de 0% da degradagdo de esfingomielina (Antunes et al., 2023). Ademais, a
imunogenicidade das FLDs mutadas, ou seja, o quanto sdo reconhecidas por

anticorpos foi igual a das toxinas selvagens (Polli et al., 2021).

2.5 VACINAS

As vacinas sao hoje uma das formas mais eficazes de protec¢ao contra doencas
no mundo. Dessa forma, além da protecado, as vacinas possuem uma 6tima relacéo
custo-eficacia, fazendo com que planos de imunizacao basica fossem desenvolvidos
para atender a populacao ao redor do mundo todo (OMS, 2009). A primeira vacina
desenvolvida foi contra a variola, em 1798 por Edward Jenner, que observou que a
inoculagao prévia do virus gerava uma manifestacdo mais branda da doenga e por

consequéncia, protecdo contra as formas graves e novas infec¢des (Lahariya, 2014).

A partir disso, comegou-se a buscar entender o mecanismo de acao das
vacinas no corpo humano. Atualmente, sabe-se que partir de um antigeno, 3
elementos chave sao estimulados: células apresentadoras de antigeno (APC), que
capturam, processam e expde o0 antigeno na sua membrana para que seja
reconhecido pelas células de defesa; linfocitos T, que reconhecem o antigeno e ativa
as células B; e linfécitos B, que estimulam a resposta humoral e consequentemente,
de memodria do organismo (Male et al., 2006; Perrie et al., 2007; Sprent e Webb, 1987).
Assim, diferentes tipos de antigenos vém sendo explorados no mundo, dentre eles as
proteinas.
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2.6 IDENTIFICACAO E TRATAMENTO DO LOXOSCELISMO

O correto diagndstico do loxoscelismo pela equipe médica é dificultoso porque
depende, na maioria das vezes, da captura e identificacdo do espécime de aranha
apos o acidente. Exames histologicos como uma bidpsia na regido da picada podem
ser requeridos, mas a presenga de dermonecrose nao € necessariamente um sinal

clinico especifico de acidente com as aranhas-marrom (Gremski et al., 2020).

Como tratamento mais indicado para o loxoscelismo tém-se o soro
antiloxoscélico (SAlox), contendo anticorpos contra as toxinas do veneno de L.
infermedia, L. laeta e L. gaucho. Sua produgao é feita no Centro de Produgédo e
Pesquisa de Imunobiolégicos do Parana (CPPI-PR) a partir do isolamento do plasma
de equinos hiperimunizados com os venenos das trés espécies. A recomendacgao do
Ministério da Saude é que a aplicagao dos soros seja realizada em casos moderados
e graves para diminuir os sintomas sistémicos e a ag¢do gravitacional da leséo
dermonecrdtica (Polli et al., 2021; Ministério da Saude, 2001). Porém, considerando
que a picada da aranha ¢é indolor e que os sintomas aparecem entre 24 e 72 horas
ap6s a inoculacdo do veneno, o paciente frequentemente ndo busca ajuda de
imediato. Com isso, a eficacia desses soros diminui (Pauli et al., 2009; Da Silva et al.,
2004). Estudos para uma segunda geracdo de tratamentos tém sido realizados,
considerando que o unico disponivel hoje possui desvantagens: as reagdes adversas
devido a sua origem animal, a dificuldade intrinseca em atingir os tecidos da pele e
aliviar as reacbes locais e, como ja mencionado, a ineficacia quando aplicado

tardiamente (Antunes et al., 2023).

3 METODOLOGIA
3.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS ANTIGENOS

Fosfolipases-D recombinantes com mutacdes sitio-dirigidas das espécies de L.
intermedia (LiRecDT1W230A), L. laeta (LIRecDT1H12-H47A) e L. gaucho
(LgRecDT1E32-D34A) foram expressas no vetor pET14-b. A transformacgéo foi
realizada em cepa bacteriana de expressdo Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
quimiocompetente e plaqueadas em meio LB agar (triptona 10 g/L; extrato de levedura
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5 g/L; NaCl 10 g/L; agar-agar 15 g/L), contendo os antibidticos ampicilina (100 ug/mL)
e cloranfenicol (34 ug/mL) e mantidas em BOD 37°C por 24 horas.

Para a expressao de cada proteina recombinante mutada, uma colénia isolada
foi selecionada das placas. A partir da escolha da col6nia, um pré-inéculo foi realizado
contendo 20 mL de LB liquido (triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L)
com os antibioticos ampicilina e cloranfenicol na proporg¢ao 1:1 e mantido sob agitagcéo
constante a 180 rpm, 37 °C por 12 horas. Na sequéncia, o inoculo foi preparado a
partir do pré-inéculo na proporgao 1:1000 em Erlenmeyer de 1 litro, previamente
autoclavado com LB liquido. A expressao foi mantida sob agitagcao constante a 200
rom, 37 °C, até atingir a D.O (densidade 6ptica) entre 0,4-0,6 (aproximadamente 3
horas) medida em espectrofotdmetro. Para a indugao das toxinas, foi adicionado 0,05
mM de Isopropil-Beta-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e a expressdo seguiu sob

agitacado de 200 rpm a 30 °C por 3,5 horas.

Para avaliar a expressdo foram coletadas duas amostras de 1 mL de cada
cultura, sendo uma logo ap6s a indugao por IPTG (TOh) e outra ao final (T3,5h). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 3500 xg e o seu
sobrenadante descartado. O precipitado de bactérias formado foi congelado para
analise por gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% sob condi¢bes redutoras. Ao final,
os indculos expressos foram centrifugados por 5 minutos a 3500 xg e ressuspendidos
em tampao de ligacdao (NaH2PO4 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0) e
lisozima (1mg/mL). A suspenséo bacteriana foi congelada por pelo menos 16 horas a

-20°C e lisadas por French Press.

A purificagéo foi realizada por meio do sistema de cromatografia AKTA pure em
coluna de afinidade niquel-agarose HP e para isso as amostras foram filtradas. No
processo, foram utilizados o Tampao A (NaH2PO4 20mM, NaCl 50mM) e o Tampéao B
(Nah2P0O4 20mM, NaCl 50Mm, Imidazol 500Mm) previamente filtrados. As fragoes
eluidas com as proteinas de interesse purificadas foram dialisadas 3 vezes com PBS
(NaCl 100 mM, Tampao fosfato de sédio 10 Mm, pH 7.3) e centrifugadas a 20.000 xg

por 15 minutos a 4°C.
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3.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS ANTIGENOS

A pureza das fosfolipases-D recombinante mutadas das trés espécies
estudadas foi analisada através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%
contendo detergente anidnico Dodecil Sulfato de Sddio (SDS-PAGE). A solugao de
poliacrilamida utilizada foi aplicada com os catalisadores APS e TEMED, entre duas
placas de vidro. A solucdo de empacotamento foi preparada e aplicada, junto aos
catalisadores ja citados, por cima do gel, e o pente para formagado dos pogos foi
posicionado sobre ela. 5 yg de cada amostra foram fervidas, diluidas em tampao
redutor de amostra e aplicadas no gel juntamente com um marcador de massa. Para
a corrida eletroforética, foi utilizado o tampao de corrida 1x (Tris 30,3 g/L, Glicina 144
g/L, SDS 10 g/L) e as amostras foram submetidas a uma corrente constante de 25
mA. Apos o término da corrida, os géis foram corados com Azul de Comassie e, para
sua descoloracao, foi utilizada uma solu¢ao de metanol 30%. Além disso, as amostras

foram previamente dosadas a partir do método de Bradford, M. M. (1976).

3.3 VACINACAO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO
SISTEMICO

Camundongos Swiss (n=10 por grupo) (29-39 gramas) receberam, via
intraperitoneal, um pool de antigenos (as 3 proteinas mutadas) e adjuvante na
proporcdo 1:1. O pool das proteinas foi formado pelas FLDs LiRecDT1W230A,
LIRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A com massas iguais e o adjuvante
utilizado, o hidréxido de aluminio 4%. Os animais foram divididos em dois grupos, dos
imunizados (que receberam as FLDs recombinantes mutadas) e dos controles, que
receberam apenas o adjuvante com Phospate Buffered Saline (PBS) na mesma
proporcao 1:1. O esquema de imunizagao ocorreu com trés doses com massas de
100, 60 e 30 ug do pool de FLDs com trés semanas entre cada aplicagdo. Apds 10
dias da ultima dose, os animais foram desafiados com veneno loxoscélico de L.
infermedia. A quantidade de veneno utilizada foi calculada para cada animal na
medida de 11 ug de veneno para cada 20 g de peso do animal, que é a dose letal

(DL50). O acompanhamento ocorreu em 24, 48 e 72h apds o desafio.



27

Os dados foram analisado através do programa estatistico GraphPad Prism 6,
utilizando a analise de variancia (ANOVA - dupla sem repeti¢cao). Para a comparagao
entre os grupos tratados e controles foi utilizado o teste de Tukey para comparar o
nivel de significAncia, sendo que os dados com *p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

3.4 VACINACAO DE COELHOS E AVALIACAO DA LESAO CUTANEA

Foram vacinados coelhos New Zealand (n=5 por grupo) fémeas com uma
solugdo contendo um pool de proteinas e adjuvante na proporgéo 1:1. O pool de
proteinas consiste nas FLDs recombinantes mutadas LiRecDT1W230A,
LIRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A contendo massas iguais de cada uma e
o adjuvante hidroxido de aluminio 4%. Os animais foram vacinados via intramuscular
com trés doses de massas progressivas, sendo trés grupos diferentes: o primeiro
recebeu 300, 600 e 1000 pg do pool de FLDs; o segundo 75, 150 e 250 ug; e o terceiro
€ 0 grupo controle que recebeu o adjuvante e PBS. O esquema de vacinagao foi
realizado com a aplicagao das doses com 30 dias de intervalo entre cada uma delas,
e apos 10 dias da ultima dose os animais foram desafiados. O desafio consistiu na
aplicacao de 3,5 dose minima necrosante (DMN) do veneno de L. intermedia via
intradérmica na regiao dorso-lateral. Entao, foi fotografada e acompanhada a area de
aplicagao por 24, 48, 72, 96h e 10 dias apds o desafio em cada animal. Por fim, foram
medidas por meio de um paquimetro o didametro de edema na horizontal e vertical e a

area do circulo/lesao calculada.

As areas de dermonecrose e edema foram medidas com o auxilio do programa
Imaged. Em seguida, os dados foram analisado através do programa estatistico
GraphPad Prism 6, utilizando a analise de variancia (ANOVA - dupla sem repetig¢ao).
Para a comparacgao entre os grupos tratados e controles foi utilizado o teste de Tukey
para comparar o nivel de significancia, sendo que os dados com **** p<0,0001,

*k%x

p<0,001 foram considerados estatisticamente significantes.



28

3.5 VERIFICACAO DO TiTULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZIME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY)

Placas de 96 pogos MaxiSorp (Nunc, ThermoFisher) foram sensibilizadas com
3000 ng do veneno de L. infermedia por pogo em tamp&o de bicarbonato de sédio
(NaHCO3 0,02 M pH 9,6) por 16 horas a 4 °C. Apds lavagem com PBS Tween 20
0,05% os pocgos foram bloqueados com solu¢ao de PBS caseina 2% durante 1 hora a
37°C. Em seguida, apos novas lavagens os pogos receberam os soros obtidos na
vacinagao na diluicdo 1:400, 1:1600 ou 1:6400 e incubados por mais 1 hora a 37 °C.
Posteriormente, os po¢cos novamente lavados foram incubados com anti-IgG coelho
conjugada com peroxidase em uma diluicdo de 1:5000 por 60 minutos a 37°C. Entao,
imediatamente apds nova lavagem foi adicionado orto-fenileno diamina (OPD) com 4
pML/mL H202 em tampao citrato para peroxidase (Na2HPO4, C6H807 pH 5,0) por 30
minutos a fim de conseguir a reagao colorimétrica. Por fim, a reagao foi interrompida
com 50 pL de acido sulfurico 1M e lida a absorbancia em 492 nm. Para que fossem
descartadas reacdes inespecificas dos soros e reagentes, soros pré-imunes foram

utilizados como controle negativo para o ensaio.

Para estabelecer o ponto de corte (cut off) da reagao entre soros reagentes e
nao reagentes foram utilizadas as médias dos valores de absorbancia dos soros dos
animais controle negativo, acrescentando-se ao valor 3 desvios padrdo da média. Os
titulos de anticorpos especificos para o veneno loxoscélico foram determinados por
interpolagao usando a formula de 4-parametros da curva padrao no programa SoftMax
Pro (Molecular Devices). Para garantir a acuracia da quantificagdo, uma curva padrao
foi padronizada com densidade o6ptica (D.O) de 1,0 a 0,2. Os resultados foram
analisados no programa GraphPadPrism 6 utilizando teste estatistico Two-Way
ANOVA com significancia de *p<0,05 (Cajaraville, 2019; Dias, 2016).

4 RESULTADOS
41 EXPRESSAO E PURIFICAGCAO DOS ANTIGENOS

As fosfolipases-D das trés espécies foram expressas, purificadas, dosadas e

sua pureza analisada através da eletroforese do gel de poliacrilamida SDS-PAGE
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12,5%. Assim, pode-se comprovar que as trés toxinas purificadas apresentam alto
grau de pureza quando comparadas com as amostras de tempo inicial (antes da
indugao com IPTG) e tempo final (apds a indugdo com IPTG), visto que suas bandas

apareceram na altura de 35 kDa aproximadamente (FIGURA 6).

Figura 6 - Expresséo e purificacao de fosfolipases-D com mutacdes sitio dirigidas.

LiRec W230A LIRec H12-H47A LgRec E32-D34A
- -:“
- - - w S W mm) ~35kDa
=

P—

Oh 35h P Oh 35h P Oh 3,gh P

SDS-PAGE redutor 12,5% demonstrando o perfil eletroforético geral referente as fosfolipases-D com
mutagdes sitio dirigidas: LiRecY228A, LIRecH12A/H47A e LgRecE32A/D34A. Bandas de Oh
referentes & amostra obtida em tempo inicial de expressao (antes da indugao por IPTG), nota-se a
auséncia de banda na faixa de 30 a 35 kDa. Perfil eletroforético da amostra obtida no tempo final de
expresséao (apés 3,5h da inducédo por IPTG), é notavel o aumento da banda referente a fosfolipase-D,
na altura aproximada de 35 kDa. Apenas a toxina purificada em altura caracteristica de 35kDa em P.

4.2  VACINAGCAO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO
SISTEMICO

A avaliagdo da protecdo do loxoscelismo sistémico com a vacinacado foi
realizada pelo ensaio de letalidade em camundongos com o veneno de L. laeta. Os
dados mostrados na tabela 2 demonstram a porcentagem de protecao obtida com as

trés doses aplicadas.
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Tabela 2 - Letalidade em camundongos vacinados com 3 doses.

3 doses
Tempo C- Vacinados
Oh 0/10 0/10
24h 2/10 0/10
48h 6/10 0/10
72h 10/10 1/10
Protecao (%) 90%

Fonte: a Autora (2023)

Para os animais controle negativo, que receberam apenas PBS caseina 2% e
adjuvante, foi observada a morte de 2 animais com 24h apds o desafio, 6 apds 48h e
de todos os 10 animais com 72h de aplicagdo, demonstrando a integridade do veneno
utilizado. Ja para os animais do grupo vacinado, que recebeu um pool das trés
proteinas mutadas, a protecéo obtida foi de 90%, considerando que ocorreu apenas

1 morte com 72h da realizacédo do desafio.

4.3 VACINACAO DE COELHOS E AVALIACAO DA LESAO CUTANEA

As vacinas utilizadas foram avaliadas quanto a sua capacidade protetiva em
coelhos frente a 3,5 DMN de L. intermedia. Os trés grupos receberam 3 doses, €
exceto o controle, com massas progressivas de antigeno. A protecdo cutanea foi
avaliada pela medicao das areas das lesdes macroscoépicas, isto €, mensuragao da
dermonecrose e edema formados em 24, 48, 72 e 96 horas, e também, 10 dias apos
o desafio (240 horas).

Os grupos que receberam a formulagao vacinal apresentaram uma melhora
geral no aspecto da lesdo (FIGURA 7), tanto com maiores € menores massas, em

comparagao ao grupo controle (FIGURA 8).
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Figura 7 - Aspecto macroscopico da lesdo dos grupos vacinados

300, 600, 1000 ug 75, 150, 250 pg

Acompanhamento da evolugao da lesdo dermonecrética em coelhos vacinados. Na vertical, a
alteragao temporal de cada animal, por 24h durante 5 dias e 10 dias apés o desafio. Na horizontal, o
agrupamento dos diferentes animais de acordo com a massa de proteinas recebida. A linha preta no

canto inferior esquerdo de cada imagem dimensiona 1 cm.

Figura 8 - Aspecto macroscopico da lesdo do grupo controle.

nao vacinados

0h

48h |

72 h

96 h

10d

Acompanhamento da evolugéo da lesdo dermonecrética em coelhos nao vacinados. Na vertical, a
alteragao temporal de cada animal, por 24h durante 5 dias e 10 dias apds o desafio. Na horizontal, o
agrupamento dos diferentes animais do grupo que receberam apenas PBS-caseina 2% e adjuvante.

A linha preta no canto inferior esquerdo de cada imagem dimensiona 1 cm.
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Além disso, as formulagbes apresentaram pouca diferencga, entre elas, na
capacidade de reduzir dermonecrose (FIGURA 9A) e edema (FIGURA 9B). Porém, as
duas foram capazes de reduzir em pelo menos 70% até 96 horas a formacgao da
dermonecrose e aproximadamente 60% do edema em todos os tempos medidos e em

comparagao ao grupo controle.

Figura 9 - Evolucdo de dermonecrose e edema por grupo.

A Dermonecrose

-+ Na&o vacinado
60 -8~ 3 doses baixa

-#- 3 doses alta

Area (cm?)
B
T

20

Inibicdo da dermonecrose (%)

0 Tempo: 24 h 48 h 72h 96 h 240 h
0 24 48 72 9% 240
3dosesbaixa| 587 | 629 | 725 | 716 |
Tempo (horas) 3dosesalta | 454 | 536 | 606 | 706 |

B Edema

-4 Nao vacinado
-o- 3 doses baixa

NE - 3doses alta

O

A

1+

(]}

S

g Inibicdo do edema (%)
Tempo: 24 h 48 h 72h 96 h 240 h
3dosesbaixa| 588 | 544 | 775 | 819 | 665
3dosesalta | 58 | 535 | 692 | 834 | 755

Tempo (horas)

Avaliagdo de dermonecrose e edema comparando os animais vacinados com o grupo controle. O
grupo de 3 doses baixa recebeu menor massa de FLDs mutadas (75, 150 e 250 pg), o grupo de 3
doses alta recebeu maior massa (300, 600 e 1000 ug) e o n&o vacinado recebeu PBS. Evolugdo da
area de dermonecrose e a taxa de reducao pelo tempo (A) e da area e reducdo do edema pelo tempo
(B). ANOVA com pos teste Tuckey **** p < 0,0001, *** p < 0,001.

4.4  VERIFICACAO DO TiTULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZYME
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para a analise da producédo de anticorpos em coelhos e sua capacidade de
reconhecimento do veneno de L. intermedia foram executados ensaios de ELISA. A

resposta do grupo de vacinados com menores doses (75 ug, 150 pg e 300 ug) teve
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uma titulacdo de 0,2 nm entre as diluicbes de 12.800 e 102.400. Ja os grupos
vacinados com maiores doses, apresentaram detecgao entre 12.800 e 204.800, sendo
possivel observar uma diferenca principal nas ocorréncias, sendo a maior dose com

capacidade de detecg¢ao para diluicdes maiores (FIGURA 10).

Figura 10 - Titulacdo de anticorpos de coelhos vacinados com 3 doses.

Titulagao de anticorpos

ELISA
i:;_ N&o vacinados
2 204800 o * Vacinados
2 102400 o @ o
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- ]
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Massa de antigeno (ug)

Titulagao de anticorpos dos animais vacinados (azul) e ndo vacinados (vermelho). Na vertical, a
diluicdo necessaria para a detecgéo de 0,2 nm e na horizontal, as massas de FLDs mutadas
recebidas. Circulo laranja: animais n&o vacinados. Circulos azuis: animais vacinados. O tamanho dos
circulos representa o numero de animais com determinado titulo, conforme detalhado no lado direito
de cada figura (ocorréncias).

5 DISCUSSAO

O loxoscelismo, quadro clinico ocasionado pela picada da aranha-marrom, é
um problema de saude publica no Brasil. As duas formas de desenvolvimento da
doencga sao a cutanea e a sistémica, e apesar do alto numero de casos registrados,

nao ha uma terapia definitiva estabelecida.

O tratamento disponivel atualmente consiste na soroterapia a partir do soro
hiper imune de equinos imunizados com o veneno bruto. Dessa forma, além de

demandar trabalho com extracdo e sofrimento animal na producdo, a sua
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administracao tardia pode levar a ineficacia (principalmente na lesao cutanea). Assim,
a busca por terapias alternativas ou a melhora das existentes se faz necessaria (Pauli
et al., 2009; Polli et al., 2021; Antunes et al., 2023).

O veneno de Loxosceles sp. possui diferentes toxinas que sdo o foco de
multiplos estudos para insumos biotecnologicos. Dentre elas destacam-se as FLDs,
amplamente pesquisadas pela sua capacidade de experimentalmente reproduzirem
todos os sintomas do loxoscelismo e estdo entre as toxinas mais expressas que sao

altamente conservadas e antigénicas (Gremski et al., 2010; Gremski et al., 2014).

As FLDS recombinantes mutadas sdo as isoformas sem a atividade enzimatica
e biolégica, mas que mantém a conformagdo estrutural nativa com suas
caracteristicas antigénicas (Chaim et al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika et al.,
2016). A conformacgao estrutural das proteinas mutadas foi verificada por similaridade
de precisdo no dobramento através do teste de dicroismo circular, por Vuitika e
colaboradores (2016), que ndo demonstraram diferenca significativa do controle, se
comparada a FLD selvagem. Além disso, as isoformas recombinantes mutadas foram
examinadas quanto a sua atividade e imunogenicidade usando os testes Amplex Red
e Western Blotting, que ao serem comparadas com as proteinas selvagens, néo
exibiram atividade catalitica, indicando 0% de degradacgao de esfingomielina (Polli et
al., 2021). As proteinas mutadas utilizadas foram LiRecDT1W230A (L. intermedia)
com modificagdo nos dominios de reconhecimento de substrato; LIRecDT1H12-H47
(L. laeta) mutada no dominio relacionado a atividade catalitica da enzima; e
LgRecDT1E32-D34A (L. gaucho) com alteracdo no dominio coordenagéo do cofator
Mg ?* (Da Silva et al., 2021).

A utilizacdo de FLDs mutadas mostrou-se eficiente para a soroterapia de
segunda geragao, segundo Antunes e colaboradores (2023) com soros produzidos de
FLDs mutadas sendo capazes de diminuir o edema e a lesao dermonecroética (para o
soro REC) em comparagdo ao soro convencional (SAlox). Além disso, esses
antigenos também demonstraram resultados positivos para a vacinagao em coelhos,
sendo observado o reconhecimento por anticorpos e protecdo de 95% contra a
dermonecrose e 90% contra o edema. Ainda, mostrou-se eficaz na reducao de 80%
da mortalidade em camundongos (Polli et al., 2021).
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No presente estudo, buscou-se testar se alteragdes no esquema vacinal de
camundongos e coelhos acarretariam mudangas na protegao de animais imunizados,
além do tempo para o desafio com o veneno. Para o loxoscelismo sistémico, entende-
se pela chegada do veneno a corrente sanguinea como um agravo do quadro,
possuindo complicagdes como coagulagao disseminada, insuficiéncia renal aguda e
obito (Barbaro et al. 1992; Futrell, 1992; Appel et al., 2005). A acéo sistémica em
camundongos pode ser observada devido a rapida nefrotoxicidade gerada pelo
veneno da aranha-marrom e morte decorrente (Chaim et al., 2006, Kusma et al., 2008;
Da Silva et al., 2004; Appel et al., 2008; Okamoto et al., 2017). A relagao entre o
veneno loxoscélico e danos renais ja foi demonstrada através de bidpsias que
confirmaram a destrui¢ao tecidual, principalmente necrose nos glomérulos, afetando
a sua permeabilidade (Luciano et al., 2004) e acarretando piora do paciente. Assim,
para avaliar a protecdo contra esses danos sistémicos causados pelo veneno, no
presente trabalho, os camundongos que foram vacinados com doses de massa
decrescente (100 ug, 60 ug e 30 pg) conseguiram 90% de protegéo contra a letalidade
induzida pelo veneno do L. laeta até 72 horas (TABELA 2), em relagdo ao grupo
controle. Desse modo, entende-se que 0 esquema vacinal com massas decrescentes
de antigeno também é eficiente e mantém a protecao por, ao menos, mais 24 horas

quando comparado com os resultados de Polli e colaboradores (2021).

O loxoscelismo cutaneo relaciona-se intimamente com o local da inoculagao do
veneno (Machado et al, 2005; Futrell, 1992). Assim, exibe alteracées na pele, como
um halo azul-arroxeado apds 12-24 horas, com formagao da lesdao dermonecrética,
edema e as complicagdes incluem perda de tecido, cicatrizes e infeccbes secundarias
(Futrell, 1992; Ministério da Saude, 2001). Os aspectos avaliados foram a diminuigao
da dermonecrose e do edema, além do aspecto geral da lesédo. Polli e colaboradores
(2021) ja haviam realizado testes com a formulagéo maior, de 300 pg, 600 pg e 1000

Mg, conseguiram diminuir 95% a dermonecrose e 90% do edema.

Desse modo, neste trabalho adicionou-se uma formulagcdo com menor massa
de antigeno por dose, de 75 ug, 150 ug e 250 ug, a fim de comparar a resposta das
diferentes formulagdes vacinais com o controle. O resultado obtido demonstra que néo
houve diferenga significativa em relagao as massas de FLDs utilizadas. Foi visto que,
os picos de dermonecrose para os trés grupos ficou em 72 horas, mas para os grupos

vacinados com reducgao de 70% até 96 horas em relagao ao controle do experimento.
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Ja para o edema, o pico maximo foi em 48 horas, tendo ao final a redugéo de 60%

para todos os tempos avaliados.

Além disso, para confirmar os dados obtidos in vivo foi realizado o ELISA que
demonstrou alta titulagdo de anticorpos para os dois grupos vacinados. Ainda que o
grupo de maior massa possua uma maior titulagdo, a maior ocorréncia se deu na
mesma titulagdo que a maxima do grupo de menor massa. Portanto, entende-se com
esses resultados a utilizacdo das menores massas de proteina podendo ser a mais
vantajosa, dado que diminuiria o custo da producdo e obteria uma resposta
imunoldgica e local sem diferenga significativa entre eles, mas com diferencga

significativa em relagdo ao controle negativo.

Ademais, a conservagao dos epitopos no pool devido as diferentes mutagdes
pode ser um fator chave para a eficacia da vacina, como demonstrado por Novak e
colaboradores (2021) no estudo que utilizou uma toxina proteica inativada como
antigeno. O uso de proteinas como antigeno vém sendo testado em diferentes
estudos em relagdo ao uso de venenos. Dentre as vantagens tem-se a menor
necessidade do manejo dos animais, além da utilizagao de apenas uma toxina e nao
todos os componentes do veneno, sendo assim, mais especifica, controlada e
diminuindo as chances de efeitos adversos. Porém, mesmo com a facilidade na sua
producao, o seu custo ainda é elevado, o que dificulta o processo (Rathore, Kumar,
Tiwari, 2023).

Além disso, € visto que um esquema vacinal com mais doses garante uma
melhor imunidade, ja que esta intimamente ligado ao estimulo de uma resposta
eficiente de anticorpos neutralizantes (Novak et al., 2021; Polli et al., 2021). Os
resultados aqui demonstrados com o ensaio de ELISA e in vivo mostram que ha uma
alta titulacdo de anticorpos para as duas formulagdes vacinais, sendo melhor
correlacionada com a quantidade de doses e ndo a massa de antigenos. Outro ponto
importante a ser observado é a melhora geral no aspecto da lesdo e dos dados de
dermonecrose com a formulagao de maior massa, entendendo-se assim a melhora do
aspecto cutaneo frente ao maior estimulo e produgao de anticorpos indicando sua

conexao.

Desse modo, os proximos passos no que diz respeito ao loxoscelismo séo o

entendimento da duracdo da protecido adquirida nesse estudo, além do mais a
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avaliacao da protecao renal dos coelhos frente as diferentes formulag¢des vacinais e
complicagbes geradas pela disseminagao sistémica do veneno. Outra alternativa
também, seria testar vacinas com antigenos diferentes, como os de construgdes de
DNA, RNA e anticorpos monoclonais, por exemplo. O presente trabalho tem
relevancia cientifica, social e de contribuicdo para a melhora e entendimento de

insumos biotecnoldgicos.

6 CONCLUSAO

As FLDs mutadas recombinantes do veneno de L. intermedia, L. laeta e L.
gaucho foram obtidas por sistema procarioto de expressdo e, apos purificagéao,
utilizadas como antigenos em esquemas vacinais em camundongos e coelhos. Assim,
deixando em aberto diferentes perguntas a serem respondidas, como novos
esquemas vacinais como numero de aplicagdes e avaliar o tempo de duragao da
protecdo obtida apdés a imunizagcdo. Dos dados obtidos, pode-se comprovar a
importancia para estudos envolvendo tratamento do loxoscelismo com proteinas
mutadas, sendo um resultado que pode melhorar a forma de producao e bem-estar
animal envolvidos no processo. Além disso, o presente trabalho € o inicio da
compreensao de uma nova tecnologia para a prote¢ao contra o loxoscelismo, sendo
essencial entender a duragao da protegao obtida, o teste de novos protocolos vacinais

e/ou tecnologias e a avaliagao mais aprofundada de protecao renal e cutanea.
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