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RESUMO

BpMP-I € uma metaloprotease ndo hemorragica e fibrinogenolitica isolada da
peconha de B. pauloensis. No presente trabalho, foi investigada a reatividade
cruzada de anticorpos policlonais anti-BpMP-I (IgG e IgY) isolados a partir do soro
de camundongos (Balb-C) e da gema do ovo de galinhas (White Leghorn). Os
anticorpos foram utilizados para detectar antigenos potenciais nas peconhas para
o enriquecimento do soro antiofidico. Posteriormente, os anticorpos anti-BpMP-I
(IgG e IgY) foram acoplados a colunas de afinidade para o isolamento de proteinas
alvo. As proteinas ligantes a anti-BpMP-1 (IgG-Sepharose e IgY-Sepharose) foram
submetidas as analises de eletroforese 2D e espectrometria de massa em MALDI
TOF/ TOF. Os anticorpos anti BpMP-I também foram utilizados para identificar
metaloproteases no secretoma de linhagem primaria de cancer de mama (MACL-
1). Inicialmente, os resultados de reatividade especifica contra BpMPI confirmaram
a eficacia da imunizacdo e mostraram uma intensa reatividade cruzada entre as
peconhas de B. pauloensis, B. jararaca, B. diporus e B. atrox. Nenhuma reatividade
cruzada foi detectada para a peconha de Crotalus durissus collilineatus e a
fosfolipase A2 (BnSP7), que foi utilizada como antigeno negativo. Os anticorpos
foram eficientes em inibir as atividades azocaseinolitica e hemorragica da BpMP-I
e da peconha de B. pauloensis, respectivamente, confirmando o seu potencial de
neutralizacdo. Aproximadamente, 20 (especifico para IgY) e 23 (especifico para
IgG) spots foram detectadas em 2D SDS-PAGE, e somente 11 spots foram
sequenciados, identificando principalmente metaloproteases da classe Pl e
dominios lectina tipo-C. Além disso, os anticorpos anti-BpMP-I foram capazes de
reconhecer proteinas na faixa de 72 kDa presentes no secretoma de linhagem
primaria de cancer de mama (MACL-1), provavelmente, a MMP-2, uma
metaloprotease altamente expressa em uma variedade de células malignas, tais
como cancer de mama. Analisados em conjunto, 0S nossos resultados mostraram
gue os anticorpos policlonais anti-BpMP-I foram capazes de reconhecer
metaloproteases em diferentes peconhas e no secretoma de células de cancer de
mama, sugerindo a sua utilizacdo como candidatos potenciais para inclusao no soro
antiofidico ou tratamento e diagnostico do cancer.
Palavras-chave: Metaloproteinase, metaloprotease, anticorpos, IgY, 1gG, BpMP-I,

antiofidico.



ABSTRACT

BpMP-I is a non-hemorrhagic metalloprotease isolated and fibrinogenolytic the
venom of B. pauloensis. In the present work , we investigated the cross-reactivity
of polyclonal anti-BPMP-I (IgG and IgY) isolated from the serum of mice (Balb-C)
and chicken egg yolk (White Leghorn). The antibodies were used to detect potential
antigens in venoms for enrichment of antivenom. Subsequently, the anti-BPMP-I
antibodies (IgG and IgY) were coupled to affinity columns for isolation of target
proteins. Proteins binding to the anti-BPMP-I (IgY and IgG-Sepharose Sepharose)
were subjected to 2D electrophoresis analysis and mass spectrometry MALDI TOF
| TOF. The BPMP-I antibodies were also used to identify metalloproteinases in
secretome primary line of breast cancer (MACL-1). Initially, the results of specific
reactivity against BpMPI confirmed the efficacy of immunization and showed a
strong cross reactivity between the venom of B. pauloensis, B. jararaca, B. and B.
atrox diporus. No cross reactivity was detected in the venom of Crotalus durissus
collilineatus and phospholipase A2 (BnSP7), which was used as a negative antigen.
The antibodies were effective in inhibiting the azocaseinolitica and hemorrhagic
activities BPMP-I and the venom of B. pauloensis respectively, confirming its
potential neutralization. Approximately, 20 (specific for IgY) and 23 (specific for IgG)
were detected spots on 2D SDS-PAGE, and only 11 spots were sequenced by
identifying mainly metalloproteases PIIl class and type-C lectin domains.
Furthermore, the anti-BPMP-I antibodies were capable of recognizing proteins in
the range of 72 kDa present in secretome primary line of breast cancer (MACL-1),
probably, MMP-2, a highly expressed metalloprotease in a variety of malignant cells
such as breast cancer. Taken together, our results showed that anti-BPMP-I
polyclonal antibodies were able to recognize metalloproteases in different venoms
and secretome breast cancer cells, suggesting their use as potential candidates for
inclusion in antiophidic or treating and diagnosis of cancer.

Keywords: Metalloproteinase, metalloprotease, antibodies, IgY, 1gG, BpMP-I,

antiophidic.
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l. INTRODUCAO



1.1 METALOPROTEASES

As metaloproteinases ou metaloproteases, classe de enzimas hidroliticas
comumente dependentes de ions metélicos, estdo amplamente distribuidas em seres
procariotos e eucariotos (fig.1). Tais enzimas sédo responsaveis por clivar ligacbes
peptidicas de suma importancia para a manutencdo da vida, participando de
diferentes eventos fisioldgicos, tais como digestdo, remodelagem, manutencdo e
desenvolvimento tecidual. Além disso, estdo envolvidas em processos proteoliticos de
alta especificidade que podem ativar ou inativar outras enzimas, peptideos bioativos
ou repressores de DNA. Dessa forma, atuam em importantes mecanismos
regulatérios, como controle da pressao sanguinea, homeostase hormonal, regulacao
das vias de transducéao de sinais e modulacao da interacdo célula-célula através das
proteinas de superficie (BECK,1973; NEURATH,1975; NEURATH; WALSH 1976;
GOMIS-RUTH,2003; GOMIS-RUTH,2009; GOMIS-RUTH; BOTELHO; BODE, 2012;
CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,2014). Desordens relacionadas a sua regulacéo
podem levar a uma diversidade de patologias, como inflamacéo, lesbes teciduais,
doencas neurodegenerativas e algumas alteracBes cardiovasculares (DOLLERY;
LIBBY, 2006; NALIVAEVA et al., 2008; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,2014). As
metaloproteases sao capazes de diminuir as defesas do organismo e causar sérios
danos teciduais, que sao observados durante as infecgbes microbianas e nos efeitos
causados poés- acidentes ofidicos, como a hemorragia e necrose tecidual (TAKEYA;
IWANAGA, 1998; TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012). Por serem imprescindiveis
em diversos processos fisiopatoldgicos, as metaloproteases se tornaram promissores
alvos para elaboracao de novos agentes terapéuticos, como as matrixinas que estéo
relacionadas a invasdo e progressdo do cancer (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 1992;
GOMIS-RUTH, 2003; HOET et al., 2005; DEVY et al., 2009; GOMIS-RUTH,2009;
KAIMAL et al.,2013; ROOSMARIJN; VANDENBROUKE; LIBERT, 2014).
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Metalopeptidases

Figura 1: Distribuicdo das metaloproteases em diferentes reinos.

1.1.1 Classificagcéo

As metaloproteases constituem uma familia de enzimas do grupo de proteases,
classificadas em metaloexopepidases (EC: 3.4.17) ou metaloendopeptidases (EC:
3.4.24). Uma das metodologias classificatéria amplamente aceita para a classificacdo
de proteases é a apresentada pelo MEROPS database, nesta abordagem
classificatéria, as proteases sdo agrupadas em espécies, familias e clans, baseadas
em suas similaridades sequenciais e em suas distancias evolutivas (RAWLINGS et
al., 2014). Outra forma concebivel de classificacdo baseia-se no arquétipo do sitio
ativo e da similaridade da sua estrutura tridimensional. De acordo com essa
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classificacao, as metalopeptidases sao divididas em dois grupos, o primeiro apresenta
apenas um metal no sitio catalitico (mononuclear) e o segundo tém dois metais
(binuclear) (fig.2). As metalopeptidases binucleares sao formadas principalmente de
exopeptidases. As metaloendopeptidases estdo amplamente concentradas nas
subclasses de metalopeptidases mononucleares (CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,
2014; ZHANG et al., 2015).

As metalopeptidases monucleares apresentam em seu sitio catalitico apenas
um ion metalico divalente, geralmente zinco, mas em algumas vezes podem estar
presentes os ions cobalto, manganés ou niquel. Esses metais ficam ancorados em
determinados aminoéacidos, usualmente a His, Glu, Asp, e sdo esses motivos ligantes
que caracterizam as subdivisdes: tribos, clans e familias (GOMIS-RUTH; BOTELHO;
BODE, 2012).

A sequéncia ligante de zinco, HEXXH, descrita em 1987, inclui 2 histidinas
ligantes do metal e um &acido glutdmico necessérios para a catélise, e estdo presentes
nas enzimas da tribo Zincinas (MCKERROW, 1987). Nesse mesmo nivel hierarquico
temos as Inverzincinas (HXXEH), que apresentam a sequéncia ligante de zinco
invertida (BECKER; ROTH, 1993; HOOPER, 1994); as aBa- exopeptidases que
compreendem apenas o clan das Funnelinas (GOMIS-RUTH, 2008; CERDA-COSTA;
GOMIS-RUTH,2014); as LAS metalopeptidases (do inglés Lysostaphin-type enzymes,
D-Ala-D-Ala metallopeptidases and Sonic hedgehog) (BOCHTLER et al.,, 2004;
CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,2014); e as semelhantes aos fatores de maturacéo
de hidrogenase, HybD, metalopeptidase niquel-dependente (FRITSCHE et al., 1999;
CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014) (fig.2). As Zincinas, por sua vez, estio
divididas nos seguintes clans: Metzincinas; Gluzincinas; S2P-zincinas; Aspzincinas;

Enzimas semelhantes a FtsH (fig.2).
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METALOPEPTIDASES
MONONUCLEAR

METALOPEPTIDASES
BINUCLEAR

Archaemetzincinas

Aeruginolisinas ou
Serralisinas

Snapalisinas

—| Leishmanclisnas

Matrixinas - Pappalisinas
Cholerilinas = Fragilisinas
Igalisinas - Toxlisinas

Factor letal de Antrax §—

Minigluzincinas

Neprilisinas

Neurotoxinas clostridial

\Colagenases bacterianal—|

M48,/M56 IMMPs

LAZH+M1-APs

Figura 2: Classificagdo das metaloendoproteases. Fonte: Adaptado de Cerda-Costa e Gomis-Rith (2014).
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1.1.2 METZINCINAS

O clan das Metzincinas compreende as hidrolases que apresentam em
seu dominio catalitico a sequéncia consenso: HEXXHXXGXX(H/D), contendo os
trés residuos de His ligantes do zinco, e além disso, todas as estruturas tém uma
metionina conservada, comumente designada como “Met-turn”, logo apds o
centro ligante do zinco, que forma uma fenda hidrofébica para a ancoragem do
fon metalico (BODE; GOMIS-RUTH; STOCKER, 1993; GOMIS-RUTH, 2003).

As Metzincinas estdo presentes em todos os reinos e mais de 300
estruturas ja foram caracterizadas e suas sequéncias contendo o dominio
catalitico depositadas em banco de dados, como o PDB ( Protein Data Bank).
Esse clan de proteases até o presente momento esta dividido em doze familias
estruturalmente caracterizadas: Astacinas, Aeruginolisinas ou Serralisinas,
Leishmanolisinas, Snaplisinas, Matrixinas, Adamalisinas/ADAMSs,
Archaemetzincinas, Pappalisinas, Fragilisinas, Toxilisinas, Cholerilisinas,
Igalisinas (fig.2). Essas familias apresentam um dominio catalitico formado por
uma estrutura de 130 a 270 residuos de aminoacidos aproximadamente,
contendo em seu dominio catalitico a mesma sequéncia consenso presentes nas
Zincinas, no entanto possuem alguns elementos estruturais distintos, como a
presenca adicional de estruturas secundarias (fig.4) (BODE; GOMIS-RUTH;
STOCKER, 1993; HOOPER, 1994; GOMIS-RUTH, 2003; GOMIS-RUTH, 2009;
CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014).

O dominio catalitico dessas metaloproteases é dividido horizontalmente
por uma fenda catalitica em dois subdominios, N- terminal (NTS — subdominio
superior) e C- terminal (CTS — subdominio inferior) (fig.3 e 4) (GOMIS-RUTH;
BOTELHO; BODE, 2012). A sequéncia consenso do subdominio N- Terminal é
constituida por 5 folhas B (Bl a BV) na porgao superior, sendo elas paralelas, com
excecao da fita antiparalela, BIV, (fig.4), a qual se liga ao substrato de forma anti-
paralela (MASKOS; BODE, 2003; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014). O
loop que conecta as folhas Bl e BIV gera uma protuberancia nos elementos
estruturais, que afeta principalmente os subsitios de ligacdo do substrato S1’ e
S2’ (fig.3). Esse € o motivo pelo qual existe uma extensiva variagao na interacéo

enzima-substrato na fenda catalitica. O NTS contém duas alfas-hélices em sua
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estrutura, a primeira aA fornece suporte a estrutura, enquanto que a segunda aB
integra o sitio catalitico. A alfa-hélice aB é arranjada no céncavo do sitio,
semelhante em todas as estruturas dos dominios cataliticos das Metzincinas.
Além disso, a alfa-hélice aB engloba a primeira metade do motivo de ligacao ao
zinco, que inclui os dois primeiros residuos de histidina (CERDA-COSTA;
GOMIS-RUTH, 2014).

O subdominio C- Terminal comeca logo apds a Gly consenso presente no
final da alfa-hélice aB, e leva em sua estrutura o terceiro ligante de zinco, uma
histidina ou um aspartato, formando assim o motivo ligante de zinco das
metzincinas. O residuo imediatamente “downstream” ao ligante € denominado
“residuo especifico da familia” e é caracteristico em cada familia. Os CTS
apresentam apenas alguns elementos estruturais secundarios, no final da cadeia
se tem uma alfa- hélice (aC). Essa por sua vez, se conecta a alfa hélice aB por
estruturas que variam em comprimento e conformacdo. Porém, existe uma
estrutura que se manteve conservada nessa familia, 1,4 B-“ turn” contendo uma
metionina na posicéo 3, “Met-turn”. Essa metionina esta separada do terceiro
ligante de zinco por um segmento conectivo que varia de 6 a 77 residuos de
aminoéacidos (CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014).

Figura 3: Modelo tridimensional das metaloendoproteases, mostrando a fenda catalitica com
o ion metalico (rosa) e o locais de posicionamento do substrato (S1 a S3; S1’a S3’). No centro,
temos o modelo de um substrato péptico em conformacao estendida que descreve as cadeias
laterais (P1 a P3; P’1 a P’3) em ambos os lados da ligagéo fissil (marcada com a tesoura)
(GOMIS-RUTH; BOTELHO; BODE, 2012).
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Leishmanolisinas Snaplisinas

Matrixinas Adamalisinas/ADAMs

Figura 4: Topologia e estrutura dos dominios cataliticos das Metzincinas. O esquema mostra os
elementos estruturais regulares (a-hélices em forma cilindrica; folhas f em formas de setas) de cada
protétipo do cla Metzincina. Os elementos comuns estdo marcados em rosa (folhas f3) e turquesa
(a-hélices) e identificados (Bl a BV; aA a aC). Residuos de aminoacidos pertencentes ao motivo
ligante de zinco em destaque, assim como o residuo especifico para cada familia (vermelho),
residuos hidrofébicos e X para quaisquer residuos. Fonte: Adaptado de Cerda-Costa e Gomis-Riith

(2014).
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1.1.2.1 ATIVACAO E MECANISMO DE CATALISE DAS
METALOPROTEASES METZINCINAS
As metaloproteases sdo secretadas como zimogénios e sdo ativadas
geralmente por hidrolise de um pro-dominio através de um mecanismo cisteina
switch. Neste mecanismo, o grupo tiol de um residuo de cisteina presente numa
sequéncia altamente conservada (PKMCGVT), adjacente ao dominio protease,
esta coordenado ao ion zinco do sitio ativo, dessa forma bloqueando a funcéo
enzimatica (fig.5). O complexo simultaneamente bloqueia o sitio ativo e
provavelmente exclui a agua da esfera de coordenag¢do do &tomo de zinco.
Todas as zinco-hidrolases ativas possuem uma molécula de dgua como um
guarto ligante que € essencial para a catalise.
A interrupcdo da interacdo cisteina-zinco (fig.5) causa ativacdo da
molécula, que é iniciada por proteases que clivam sitios especificos dentro do

pro-peptideo, mas a ativacao final das metaloproteases para a forma madura

Figura 5: Modelo de zimogénio de metaloprotease. Fonte: Adaptado de Tocchi e Parks (2013)

requer a retirada do pro-peptideo inteiro por um mecanismo de autélise
(MATRISIAN, 1992; GRAMS et al.,, 1993). Estas metaloproteases também

podem ser ativadas por agentes oxidantes, surfactantes, metais pesados, entre
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outros, que modificam o residuo de cisteina e dessa forma promovem a
desestabilizacdo da ligacdo do zinco com o grupo tiol da cisteina ativando a
enzima (SPRINGMAN et al., 1990).

Estudos estruturais das metaloproteases, como a termolisina, elucidam
como o0 Zn** se organiza em todas as etapas da catélise. Inicialmente, ele fica
coordenado tetraedricamente pela His142, His146, His152 e pela molécula de
adgua. A presenca da molécula de agua localizada entre o grupo carboxilico do
Glul43 catalitico (posicdo das termolisinas, porém a mesma pode alterar em
outras familias) e o ion zinco provoca um aumento da polarizacéo na regiao, isto
possibilita a transferéncia de um préton da molécula de agua para o Glu, o qual
se torna um nucledfilo e ataca o grupo carbonil da ligacao peptidica do substrato
levando o ion zinco a um estado de transicdo pentacoordenado. Com a
transferéncia do préton do Glu para o nitrogénio da ligacdo peptidica do
substrato, o mesmo é clivado liberando os subprodutos da reacao, a enzima €
regenerada com a incorporacdo de uma nova molécula de agua (STOCKER,
1995; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; CORONADO et al., 2014).

1.1.2.2 ADAMALISINAS/ REPROLISINAS

A familia nomeada Adamalisinas, ADAMS ou reprolisinas, constitui-se de
objeto de amplo estudo, esta subdivida em trés grupos: ADAMs (A Disintegrin
And Metalloproteinase), ADAMTs (A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs) e Metaloproteases de Peconhas de Serpentes (SVMPs
Snake Venom Metalloproteinases) (BJARNASON; FOX, 1995; WOLFSBERG et
al., 1995; GOMIS-RUTH, 2003; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH,2014)

As ADAMSs, inicialmente descobertas no trato reprodutivo dos mamiferos,
estdo relacionadas com a fertilizagdo e funcdo dos espermas (TAKEYA;
IWANAGA, 1998; KAWAGUCHI et al., 2002; PRIMAKOFF; MYLES,2002). Elas
também estdo envolvidas na miogénese, desenvolvimento e neurogénese,
diferenciacdo de ceélulas osteoblasticas e na modulagcdo da migragéo celular.
Além disso, estdo relacionadas com desordens fisioldgicas, como processos
inflamatorios, asma, artrite reumatoide, e doenca de Alzheimer. As ADAMTSs sdo

responsaveis por desestabilizar a adesao celular ligando-se as integrinas. Essas
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proteases estdo também envolvidas na formacéo das gbnadas, desenvolvimento
embrionério e angiogénese, ativagdo do procolageno, e, além disso, participam
dos processos inflamatorios, degradacgéo da cartilagem nas artrites e na invaséao
tumoral (BLOBEL, 1997; SLACK; MA; SEAH, 2001; CAL et al., 2002; GOMIS-
RUTH, 2003; MOCHIZUKI; OKADA, 2007; MURPHY; NAGASE, 2008; APTE,
2009; TAKEDA; TAKEYA:; IWAGANA, 2012; CERDA-COSTA; GOMIS-
RUTH,2014)

Por fim, as SVMPs s@o enzimas presentes nas peconhas de serpentes
gue induzem alteracfes no sistema hemostatico, além de gerarem hemorragias
locais e sistémicas. Essas proteases sao também responsaveis por efeitos que
caracterizam a leséo tecidual apds o acidente ofidico, como edema, hemorragia,
necrose e inflamacdo (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000;
LAING et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2005).

As adamalisinas/ reprolisinas sdo proteinas modulares (fig.6) possuindo
um pro-dominio e dominios metaloprotease dependende de zinco e/ou célcio,
desintegrina ou semelhante a desintegrina, rico em cisteina, semelhante ao fator
de crescimento epidermal, semelhante a trombospondina do tipo 1, e/ou
dominios transmembréanicos, bem como os citoplasmaticos (SPRINGMAN et al.,
1990; GRAMS et al., 1993; GOMIS-RUTH, 2003; GOMIS-RUTH, 2009; CERDA-
COSTA; GOMIS-RUTH,2014).
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Figura 6: Representac@o esquemética da familia das ADAMALISINAS/Reprolisinas. Cada dominio ou

segmento é representado por uma cor diferente. PS: peptideo sinal; Cys: dominio rico em cisteina; EGF:
dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal; TM: regido transmembrana; TSR: repetido

motivo semelhante a trombospondina. Adaptado de Edwards e colaboradores (2008)

1.1.2.3 SVMPS - Snake Venom MetalloProteinases — Metaloproteases de
peconhas de Serpentes
As SVMPs séo sintetizadas na forma de zimogénios contendo diversos
dominios e esses desempenham func¢des que as auxiliam no direcionamento,
inativacdo e toxicidade (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX;
SERRANO, 2008). As SVMPs podem apresentar 0s seguintes dominios:

e Peptideo sinal (P) é constituido por uma sequéncia de 18
residuos de aminoacidos, em sua maioria hidrofébicos, e que
provavelmente direciona a proteina sintetizada no reticulo
endoplasmatico (RE) (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006;
FOX;SERRANO 2008).

e Pr6-dominio é composto por 200 residuos de aminoacidos que
sao extremamente conservados nos integrantes das SVMPs. Essa
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regido contém a sequéncia PKMCGVT, que proporciona a
inativagdo da enzima pelo mecanismo “cysteine-switch”
modulando a atividade enzimatica desse grupo (RAMOS;
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

e Metaloprotease ou catalitico apresenta uma sequéncia de 200
a 210 residuos de aminoacidos. Nesse dominio esta presente o
motivo ligante de zinco, HEXXHXXGXXH, e a sequéncia CIMXP
onde se encontra um residuo de metionina 166 (met-turn) que
provavelmente seja responsavel por manter a estabilidade da
estrutura para favorecer a ligacdo do zinco (FOX; SERRANO,
2005; RAMOS; SELISTRE, 2006)

e Interdominio — segmento com 13-15 residuos de aminoacidos
gque se encontra entre os dominios metaloproteinase e
desintegrina/semelhante a desintegrina. (FOX; SERRANO, 2005;
RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

e Desintegrina e semelhante a desintegrina — podem variar de 41
a 100 residuos de aminoacidos e contém pontes de dissulfeto em
sua estrutura. As desintegrinas encontradas nas peconhas de
serpentes podem apresentar diferentes motivos que interagem
com diferentes tipos de integrinas. (KINI; EVANS, 1992; RAMOS;
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

e Rico em Cisteina — formando por 112 residuos de aminoécidos,
nas SVMPs esta localizada na por¢do C-terminal do dominio
desintegrina.

e Semelhante a lectina tipo-C (CTLPs) — sdo dominios
encontrados em dois membros das metaloproteases — RVV-X
(ativador do fator X, proveniente da pegonha de Daboia russelii) e
VLFXA (ativador do fator X de Vipera lebetina).

As metaloproteases de peconha de serpentes sofrem processamento
proteolitico resultando em uma variedade de proteinas multifuncionais
classificadas de acordo com a organizacdo de seus dominios estruturais, a

saber: (fig.6): classe P-1 (possuem apenas o dominio metaloprotease); Plla a
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Plle (possuem os dominios metaloprotease e desintegrina; podem estar
presentes como dimeros ou somente como dimeros de desintegrina). Pllla a
Pllic (contém o dominio metaloprotease, desintegrina-like e dominio rico em
cisteinas, podem também formar dimeros) e finalmente PIlld, anteriormente
conhecida como PIV (contém os mesmos dominios estruturais das PlIl e 2
dominios lectina tipo-C conectados por ligagcdes dissulfeto) (FOX;SERRANO,
2008).

As SVMPs sao as principais proteases encontradas nas peconhas da
familia Viperidae (CALVETE; MARCINKIEWICZ; SANZ, 2007; FOX; SERRANO
2008; RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015). Essas enzimas sdo
responsaveis pelas alteragdes no sistema hemostatico e por causar hemorragias
locais e sistémicas. Atuam na degradacao dos componentes da membrana basal
vascular, que contribui para o extravasamento sanguineo. (GUTIERREZ,
RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000; LAING et al., 2003; GUTIERREZ et al.,
2005; GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009; ESCALANTE et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2015).

Em geral, a acdo in vitro das SVMPs esta relacionada a protedlise dos
componentes da matriz extracelular (colageno tipo IV, laminina, fibronectina),
proteinas do plasma (fibrinogénio, fibrina, fator de Von Willenbrand, protrombina)
e proteinas da superficie celular (integrinas e caderinas). Além disso, SVMPs
sdo capazes de interagir com receptores das plaquetas, de células endoteliais e
fibroblastos, ativando ou inibindo a resposta celular (WHITE, 2005; MOURA-DA-
SILVA et al., 2007). Esses efeitos podem resultar em varias alteracfes
fisiopatolégicas tais como inflamacéo, inibicdo da agregacdo plaquetaria,
apoptose e principalmente hemorragia (GUTIERREZ et al., 2005), uma das
principais complicacdes do envenenamento ofidico.

1.2 ACIDENTES OFIDICOS E A SOROTERAPIA

As serpentes pertencem a ordem Squamata e estéo distribuidas em trés
superfamilias:  Scolecophidia (Typhlopoidea), Henophidia (Boidea) e
Caenophidia (Xenophidia) (GRAHAM et al., 2007). As serpentes mais
desenvolvidas e especializadas sao representadas pela superfamilia

Caenophidia, as quais incluem dentre outras, as familias Colubridae, Elapidae e
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Viperidae (GRAHAM et al., 2007). No Brasil, a familia Viperidae € a principal
responsavel pelos acidentes ofidicos, compreendendo importantes géneros
como Bothrops, Lachesis e Crotalus. As espécies pertencentes a esses géneros
possuem peconhas ricas em diversas proteinas e peptideos, com uma
diversidade de acbes bioquimicas e farmacologicas tornando-as alvos de
inUmeros trabalhos que visam compreender novos mecanismos de acdes e

aplicacoes terapéuticas.

As peconhas de serpentes sdo complexas misturas de proteinas e
polipeptideos farmacologicamente ativos produzidos e estocados em uma
glandula altamente especializada (SILVA et al., 2001; RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006). Os constituintes proteicos compreendem toxinas com acao
enzimatica (metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2, L-aminoacido
oxidase, fosfodiesterases, colinesterases, hialuronidases, ATPases, NAD
nucleosidases, catalases, aminotransferases e B-glucosaminidases) e né&o
enzimatica (cardiotoxinas, citotoxinas, fatores de crescimento vascular e neural,
lectinas tipo-C, inibidores e peptideos desintegrinas (TU, 1996; JANG et al.,
2009).

O conhecimento da composicdo proteica e do mecanismo de acao
dessas peconhas tem uma importancia significativa para o tratamento dos
acidentes ofidicos, os quais sao caracterizados por uma multiplicidade de acdes
sisttmicas e locais incluindo principalmente: distirbios da hemostasia,
hemorragia, edema e necrose tecidual. A neutralizagéo desses efeitos se baseia
na soroterapia usual que consiste na administracdo parental de soros
antiofidicos o qual sdo uma mistura de imunoglobulinas ou anticorpos resultantes
da sensibilizagéo de animais (geralmente cavalos) por aplicacdes sucessivas de
doses da peconha bruta (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

O soro antiofidico é obtido do plasma de cavalos imunizados contra a
peconha por um processo lento que envolve vérias etapas incluindo o preparo
das amostras, a inoculagdo das mesmas n 0s animais por um esquema de nove
injecdes subcutaneas de 5mg da peconha em 10mL de solucdo salina (NacCl
0,9%) a cada 7 dias. Na primeira inoculacgéo € utilizado o adjuvante de Freund’s
completo, a segunda com adjuvante de Freund’s incompleto e as outras sete

podem ser realizadas com hidroxido de aluminio 2% ou com solugdo salina
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(VILLAR et al., 2005). O plasma dos animais inoculados é utilizado para a
obtencao do soro enriquecido em imunoglobulinas G, por meio de precipitacdes
com sulfato de amoénia. Este soro deve ser administrado preferencialmente
diluido em solucdo glicosada na razdo de 1:10 (v/v) em infusdo endovenosa
(CARDOSO et al, 2003). As doses de soro inoculadas nas vitimas sao baseadas
na estimativa da quantidade de peconha que a serpente pode inocular durante
a picada. A estimativa € feita com base na quantidade de pegonha obtida em
uma extracdo. Para as serpentes B. jararaca, por exemplo, em média a
quantidade que se obtém de uma extracdo € de 160mg da peconha, que se
inoculada em uma vitima levaria a um caso de envenenamento considerado
como moderado e o tratamento é realizado utilizando—se de 4 a 8 ampolas de
soro antiofidico (JORGE; RIBEIRO, 1997).

Os soros antiofidicos sédo constituidos por imunoglobulinas G de
mamiferos que sdo formadas por duas cadeias leves idénticas com
aproximadamente 25kDa e duas cadeias pesadas idénticas de 55 a 77kDa. E
em cada cadeia sdo encontradas duas regides distintas: uma sequéncia variavel
na regido N-terminal e uma sequéncia constante na regido C-terminal. As
cadeias leves apresentam regifes constantes e varidveis compostas por
aproximadamente 110 residuos de amino&cidos cada. E as cadeias pesadas
apresentam as regides variaveis com 110 residuos de aminoacidos enquanto
que as regibes constantes podem variar esse numero entre 330 a 440
aminoacidos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; ALBERTS et al., 2010).

As regibes variaveis de ambas as cadeias, leves e pesadas, se encontram
para formar o sitio de ligacdo ao antigeno, e a variabilidade nessa sequéncia de
aminoéacidos confere a diversidade de sitios de ligacbes aos antigenos. Uma
faixa de 5 a 10 aminoéacidos de cada regido hipervariavel forma o sitio de ligacao
do antigeno, como resultado, o tamanho do determinante antigénico que um
anticorpo reconhece é relativamente pequeno (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008; ALBERTS et al., 2010). As interagfes entre essas cadeias ocorre por
interagbes covalentes (pontes dissulfetos) ou ndo covalentes que auxiliam na
formacdo de dominios das imunoglobulinas, que constituem as diferentes
regides dos anticorpos, Fab (do inglés, Fragment antigen binding — fragmentos

de ligacdo ao antigeno) e Fc (Fragment, Crystallizable — Fragmento cristalizavel)
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ambas ligadas por uma regiao flexivel (regido de dobradica) (fig.7) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Em aves, reptéis, anfibios e peixes pulmonados a principal classe de
anticorpos é representada pela imunoglobulina Y (IgY), que desempenha papel
semelhante a IgG de mamiferos (WARR et al., 1995; CARLANDER et al., 1999;
MUNHOZ et al., 2014). A estrutura da IgY apresenta diferenca significativa
quando comparada com a IgG de mamiferos. Assim como a IgG de mamiferos
a IgY contém as duas cadeias pesadas e as duas leves que somam 180 kDa,
onde as cadeias pesadas e as leves chegam a ter aproximadamente 68 kDa e
18,6 kDa, respectivamente. A regido Fab, semelhante a de IgG de mamiferos,
contém os sitios de ligacao para os antigenos. As cadeias pesadas da IgY séo
também chamadas de cadeias epsilon (v) e geralmente formadas por um
dominio variavel (V) e 4 dominios constantes (C — C1 a C4), enquanto que as
cadeias pesadas da IgG tém 4 dominios (V; C1 a C3) (fig.7). Outra diferenca
entre as IgG e IgY € a presenca de um regido de ligacao entre os dominios C1
e C2 das IgG de mamiferos que confere uma maior flexibilidade nessa regiao
(fig.7) ( TIZARD, 2002; SAPHIRE et al., 2002; DUBIE et al., 2015).
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(A) Sitio de ligagao do antigeno (B) Sitio de ligagdo do antigeno

Figura 7: Estrutura das imunoglobulinas. A: IgG de mamifero: VH, dominio variavel da cadeia
pesada; VL, dominio variavel da cadeia leve; CL, dominio constante da cadeia leve; CH1, CH2 e
CH3, dominios constantes da cadeia pesada. B: IgY de aves: VH, dominio variavel da cadeia pesada;

VL, dominio variavel da cadeia leve; CL, dominio constante da cadeia leve; Cul, Cu2, Cu3 e Cu4,

dominios constantes da cadeia pesada.

As estruturas das imunoglobulinas G e Y contendo os dominios (Fab)z e
Fc séo responsaveis por se ligar ao antigeno, e por fungcbdes de imunogenicidade
altamente relacionada com as reacdes de hipersensibilidade, respectivamente.
Para minimizar essas reacfes o0s anticorpos podem ser digeridos com papaina

ou pepsina. A digestédo das IgGs (fig.8) com a pepsina que provoca a liberacéo

IgG
(divalente)

F (ab’),
- (dlvalente)

Pepsma
pH acido

A
- — (monovalente)

/
7/

Figura 8 Representacdo da molécula de Imunoglobulina e seus fragmentos apds clivagem
com pepsina (B) ou papaina (C). Fonte: Gutiérrez e colaboradores (2011).
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das unidades (Fab). & vantajosa pois mantém inalterada a capacidade
neutralizante dos anticorpos, e se elimina a possibilidade de reagdo de
hipersensibilidade, porém, ainda € possivel que hajam reacfes de
hipersensibilidade do tipo 11l ou doenca do soro (CARDOSO, 2003).

Como alternativa ao uso de (Fab): é feita a clivagem das da IgGs com
papaina que resulta na liberacéo de fragmentos Fab (fig.8), o que torna quase
remota a possibilidade de reacdes indesejadas durante seu uso. A grande
desvantagem desse tipo de soro € a sua rapida eliminacdo dado ao tamanho
reduzido das moléculas, sendo necessario maior namero de aplicacdes
(CARDOSO, 2003). Os soros antiofidicos comerciais, como o CroFab e o
ViperaTah, sdo anticorpos policlonais tratados de ovinos que apresentam
apenas o fragmento Fab (ELBAKRI et al., 2010).

A composicdo quantitativa e qualitativa das peconhas pode variar de
acordo com a espécie, distribuicao geografica, idade, periodo sazonal e dieta da
serpente (DALTRY et al., 1996, RODRIGUES et al., 1998; CHIPPAUX et al.,
1991; MACKESSY et al., 2003; EARL et al., 2006) e dessa forma pode gerar um
problema adicional para a producdo do soro antiofidico abrindo perspectivas
para novas abordagens terapéuticas para o sucesso do tratamento do
envenenamento ofidico. Neste contexto, varias pesquisas cientificas tém sido
desenvolvidas e descritas na literatura com o enfoque de neutralizar peconhas
ou toxinas isoladas de modo a buscar outras ferramentas e/ou meios alternativos
para o desenvolvimento de uma estratégia terapéutica antiofidica mais eficaz,
segura e acessivel (LOMONTE et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2010). Assim,
surgem pesquisas voltadas a producdo de derivados de anticorpos e ou seus
fragmentos (F(ab")2, Fab, scFv) obtidos por digestdo enzimatica ou por técnicas
de DNA recombinante; e também a utilizacdo de diferentes combina¢des destes
fragmentos (scFv dimeros, scFv em conjuntos, nanocorpos de scFv, nanocorpos
da porgcdo humana Fc) (ESPINO-SOLIS et al., 2009; CARDOSO et al., 2008).

Aplicagdo destes fragmentos de imunoglobulinas na soroterapia
experimental foi demonstrado por RONCOLATO e colaboradores (2014). Os
autores demonstraram que fragmentos recombinantes de anticorpos humanos
produzidos contra a peconha de Bothrops jararacussu foram capazes de
reconhecer outras peconhas do género Bothrops sp. Tais anticorpos foram
obtidos pela técnica de phage display com o uso da biblioteca de Griffin.1, a qual
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€ previamente produzida em laboratérios contendo clones de fragmento variavel
de cadeia Unica (scFv) de anticorpos humanos, com capacidade de inibir as
atividades fosfolipasica e miotoxica de B. jararacussu.

A utilizacdo de anticorpos policlonais (IgG e IgY), monoclonais e ou seus
fragmentos tornam-se oOtimas ferramentas para estudos antivenémicos que
permitem obter maior conhecimento acerca de quais toxinas sdo mais expressas
em determinadas espécies e, com isso, tal abordagem pode abrir caminhos para
novas pesquisas que visam o aperfeicoamento na producdo dos soros
antiofidicos CALVETE et al, 2009; GUTIERREZ et al, 2009; ZELANIS et al., 2009;
BOLDRINI-FRANCA, 2010).

1.3 PROTEOMICA E ANTIVENOMICA

Ha mais de 100 anos os antivenenos tém sido produzidos por métodos
tradicionais de imunizacdo de mamiferos de grande porte com misturas de
peconhas de serpentes (WHO, 2010; GUTIERREZ et al, 2011, ANDREAS et al.,
2015). Com o advento de técnicas de protedmica e transcriptbmica na analise
molecular de venenos (vendmica) e antivenenos (antivendmica) (CALVETE,
2011; CALVETE et al., 2014), e com estudos de avaliacdo toxicolégica, houve
uma compreensdo mais profunda da composi¢cdo dos venenos e da eficacia de
seus antivenenos.

A protedmica de venenos animais (vendmica) em conjunto com a
antivenémica (identificacdo de epitopos contidos nas proteinas das peconhas
reconhecidos pelo soro antiveneno por técnicas de protedbmica) estudam
diferentes peconhas e venenos, e assim verificam quais componentes estdo em
abundancia e se ha variabilidades inter- e intraespecificas ha composi¢édo das
mesmas, abrindo caminhos para estudos que possam melhorar o tratamento dos
envenenamentos (CALVETE et al, 2009; GUTIERREZ et al, 2009; ZELANIS et
al., 2009; BOLDRINI-FRANCA, 2010; VEJAYAN; SHIN YEE; PONNUDURAI,
AMBU; IBRAHIM, 2010; BERNARDES et al., 2013; VEJAYAN; KHOON;
IBRAHIM, 2014; PETRAS et al., 2015).

Estudos protedmicos e transcriptbmicos revelaram que dentre as toxinas
com alta atividade enzimatica, as metaloproteases sdo as mais expressas em
serpentes viperideas. Nufiez e colaboradores (2009) assim como Valente e
colaboradores (2009) demonstraram em seus estudos os perfis de RNAs
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transcritos e proteico das pegonhas de Bothrops insularis e Bothorps atrox onde
as metaloproteases foram predominantes, assim como para o0s perfis
transcriptébmicos da peconha de Bothrops jararaca (CIDADE et al, 2006), outros
estudos posteriores também corroboraram com esses dados.

Rodrigues e colaboradores (2012) utilizando a combinacdo de técnicas
protebmicas e de andlises do transcriptoma mostraram que a peconha da
serpente Bothrops pauloensis apresenta alta expressdo de metaloproteases
(fig.9). A peconha de B. pauloensis vem sendo explorada ha mais de 10 anos
por nosso grupo de pesquisas, a partir desses estudos varias toxinas ja foram
isoladas e caracterizadas estruturalmente e funcionalmente (tabela 1). Apesar
da grande diversidade de metaloproteases presentes nessa peconha
(RODRIGUES et al., 2012) (Fig.9), apenas trés metaloproteases foram isoladas,
BpMP-1, BpMP-II e Bothropoidina (NAVES DE SOUZA et al., 2012; ACHE et al.,
2015; GOMES et al., 2015).
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Figura 9: Andlise vendmica da pegonha de B. pauloensis. (A) Transcriptoma e (B) Proteoma

Fonte: Rodrigues et al., 2012
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Tabela 1 Efeitos farmacoldgicos e terapéuticos de toxinas isoladas de B.

pauloensis
Classe Toxina Efeito Efeito

Farmacoldgico Terapéutico

BnSP-6 Miotoxidade Bactericida e

Leishmanicida

PLA? BnSP-7 Miotoxidade Bactericida e
Neurotoxidade Leishmanicida

Inflamacéao
Edematogénica
Necrose
BnpTX-l e Citotoxidade Bactericida
BnpTX-II Miotoxidade
Neurotoxidade
BpPLA:2 Miotoxidade -
Edematogénica
BpPLA2TX-I Miotoxidade Efeito anti-tumoral

Edematogénica e inibicdo da

agregacao

plaquetaria

Metaloprotease Botropoidina Miotoxidade Inibicdo da
hemorragica agregacao

N&o hemorragica

plaquetéria
Fibrinogenolitica

BpMP-I
BpMP-II Citotoxidade Anti-angiogénica e
Fibrinogenolitica
Serino protease BpSP-I - Fibrinogenacgéao
Lectinatipo-C BpLec - Bactericida
Antiparasitaria
LAAO Bp-LAAO - Bactericida,
Leishmanicida
Anti-tumoral
Inibicdo da
agregacao
plaquetaria,

Adaptada de Rodrigues e colaboradores 2015
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1.4 BpMP-I — Metaloprotease da classe P-I

A metaloprotease BpMP-I foi isolado por Naves de Souza e colaboradores
da peconha de Bothrops pauloensis (B. pauloensis) através da combinacao de
duas etapas cromatogréaficas, uma troca idbnica em CM-Sepharose Fast Flow
seguida de uma gel filtracdo em Sephacryl- S300. A proteina BpMP-I é formada
apenas pelo dominio metaloprotease, e portanto classificada como sendo da
classe P-l das SVMPs. Além disso apresenta alta similaridade com outras
SVMPs da classe P-1 (fig.10), como a BaPl (WATANABE et al.,, 2003),
Leucurolisina-a ( BELLO et al., 2006) e com BpMP-II (ACHE et al., 2014).

A BpMP-| apresenta massa molecular de aproximadamente de 23kDa em
condicao redutora realizada em PAGE-SDS e 20kDa em condi¢do nao redutora.
A metaloprotease BpMP-I apresenta ainda atividade proteolitica sobre a
azocaseina, as cadeias oA e BB do fibrinogénio, ndo causa hemorragia e dentre
as metaloproteases purificadas da peconha de B. pauloensis, € a que apresenta
maior recuperacao proteica (NAVES DE SOUZA et al., 2012). Dado ao seu bom
rendimento proteico e homologia estrutural com dominios metaloproteases
presentes em diferentes SVMPs e MMPs, essa toxina se torna um interessante
antigeno para a producédo de anticorpos para serem utilizados na compreensao
da composicédo de peconhas animais; no enriquecimento dos soros antiofidicos
e na identificacdo de metaloproteases que possam estar envolvidas em varios
processos fisioldgicos e ou patoldgicos.

Com base nessa abordagem o presente estudo demonstrou a producéo
de anticorpos policlonais anti- metaloprotease BpMP-I produzidos em
camundongos e em galinhas com o objetivo de avaliar os seus potenciais de
reconhecimento de proteinas presentes em peconhas botropicas a fim de propor
uma estratégia de enriquecimento do soro antiofidico com anticorpos anti-
metaloprotease para a melhoria da soroterapia. Adicionalmente, verificou-se
também o potencial desses anticorpos em neutralizar a atividade hemorragica
da peconha de B. pauloensis bem como de reconhecer proteinas presentes no
secretoma de células tumorais visando uma alternativa futura para a sua

aplicacao em testes de acao antitumoral.
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Figura 10: Alinhamento das sequéncias (ClustalW) entre a BpMP-I e outras metaloproteases
de peconhas de serpentes. Residuos conservado destacados em amarelo, residuo Met esta
marcado com “*”, residuos de cisteina estdo com fonte em vermelho e os residuos do sitio
catalitico destacados em azul. Numero de acesso no SWISS-PROT: Neuwiedase (Q919R4);
Leucurolisina-A (P84907); Atroxlisina-1 (P85420); BaP-1 (P83512). Fonte: Adaptado de Naves
de Souza e colaboradores (2012).
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II.OBJETIVOS



2.1.0bjetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral produzir anticorpos
policlonais anti-metaloprotease (BpMP-I, isolada da peconha bruta de Bothrops
pauloensis) em camundongos Balb/c e em galinhas da raca White Leghorn e
avaliar seu potencial em estudos protedmicos; na neutralizacdo das atividades
proteoliticas da peconha de B. pauloensis e na identificacdo de metaloproteases

endogenas.

2.2.0Dbjetivos especificos:

e Purificar a metaloprotease (BpMP-l) presente na peconha de B.
pauloensis;

¢ Avaliar a homogeneidade da metaloprotease BpMP-I;

e Produzir anticorpos (policlonais) especificos para a metaloprotease
BpMP-I através da inducdo imunogénica em camundongos BALB/c e
galinhas da raca White Leghorn;

e Purificar os anticorpos (policlonais 1gG e IgY) anti-BpMP- I;

e Avaliar a imunorreatividade desses anticorpos frente diferentes
peconhas botrépicas por meio de ensaios de ELISA e western blotting;

e Verificar o potencial neutralizador de anticorpos policlonais anti-
metaloprotease (BpMP-I) sobre atividades proteoliticas in vitro e in
Vivo;

e Construir colunas de afinidade CNBr-Sepharose acoplada as
imunoglobulinas G e Y anti-metaloprotease BpMP-I;

e Purificar metaloproteases da peconha de B. pauloensis utilizando as
colunas de afinidade acopladas aos anticorpos anti BpMP-I (IgG e
19Y);

e Analisar por eletroforeses unidimensionais e bidimensionais as
proteinas aderidas as colunas de afinidade;

e Sequenciar por espectrometria de massas em MALDI-TOF-TOF os

spots selecionados nos géis bidimensionais;
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Identificar as sequencias das metaloproteases isoladas por
ferramentas de bioinformatica;

Verificar possiveis reconhecimentos dos anticorpos policlonais anti-
BpMP-I no secretoma de células tumorais MACL-1 (linhagem primaria

de cancer de mama) por ensaios de western blotting.
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1. MATERIAIS E
METODOS



3.1 Obtencao das peconhas e animais

As peconhas das serpentes Bothrops pauloensis (Bp), Bothrops jararaca
(Bj), Bothrops atrox (Ba), Bothrops diporus (Bd) e Crotalus durissus colillineatus
(Cdc) foram obtidas a partir de espécimes mantidas no serpentario Bioagentes,
Batatais, S8o Paulo, Brasil. Apds a coleta, as peconhas foram liofilizadas e
conservadas a -20°C. A toxina BnSP-7 foi doada para os teste pelo grupo
Labitox (Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais — Universidade Federal
de Uberlandia).

Camundongos machos da linhagem isogénica Balb-c (18 a 25g), com 6
semanas de idades, foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CBEA) da UFU com agua e suplemento alimentar ad
libitum, a uma temperatura de 22 +1°C, luminosidade controlada (12 horas claro
e 12 horas escuro) e padrdo sanitario convencional. As galinhas da raga White
Leghorn (1,0 a 1,5 Kg), com aproximadamente 25 semanas de idade, foram
gentiimente doadas pela Granja Planalto — Uberlandia/MG. As aves foram
alojadas em gaiolas de arame suspensas e supridas com racao de postura e
agua ad libitum. Os cuidados com os animais foram aprovados pelo Comité de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA, nimero do protocolo 063/08) da
Universidade Federal de Uberlandia e estavam em acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal/ Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL).

3.2 Reagentes

Colunas cromatograficas CM-Sepharose, Sephacryl S300, Proteina G
Hitrap (5mL) e IgY Hitrap HP (5mL) foram obtidas da Amersham Biosciences do
Brasil. Acrilamida, bis-acrilamida, N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED),
dodecilsulfato de sodio (SDS), persulfato de amoénio, azul de bromofenol, obtidos
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os demais reagentes eram de

grau analitico.

3.3 Isolamento da Metaloprotease BpMP-I
A metaloprotease BpMP-I foi purificada da peconha de B. pauloensis
segundo a metodologia previamente descrita por Naves de Souza et al., 2012

sem modifica¢cdes. Brevemente, cerca de 200 mg da peconha de B. pauloensis
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foi ressuspendida em 2mL do tampéao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M
pH 7,8. Posteriormente, centrifugada a 100xg por 10 min, a 4° C e o
sobrenadante limpido retirado foi aplicado em uma coluna contendo resina CM-
Sepharose Fast Flow, previamente equilibrada no mesmo tampédo AMBIC. As
fracbes eluidas por um gradiente linear de tampao AMBIC 0,05M a 0,5M (pH
7,8), em temperatura ambiente, foram coletadas em 1mL/tubo em fluxo de
6,5mL/h por um coletor de fracdes Redifrac (Amersham Biosciences do Brasil
Ltda). As fracbes contendo a metaloprotease (BpMP-1) de interesse foram
monitoradas através do espectrofotometro Ultrospec 1000 — Amersham
Pharmacia Biotech, absorbancia a 280nm, reunidas em pool, dosada, liofilizada
e armazenada a -20°C. Em seguida, a amostra de interesse foi fracionada em
uma coluna de gel filtracdo molecular Sephacryl S-300, sendo sua
homogeneidade verificada por cromatografia liquida de alta performance em
fase reversa em coluna C-18 (HLC-RP) e eletroforese em gel de PAGE-SDS
12,5% (v/v) em condigdes redutoras de acordo com o item 3.5.

3.4 Dosagem de proteinas

As concentracfes das amostras foram determinadas pelo método de
Bradford (1976), com modificacbes. Nesse método, uma aliquota de cada
amostra foi dissolvida para 10uL com agua deionizada e adicionados 190uL do
reagente de Bradford (100mg de Comassie Blue G, 50mL de etanol 100%,
100mL de acido fosférico 85% e dgua deionizada suficiente para completar 1 litro
de solugcédo). As determinagbes foram feitas em triplicatas e a absorbancia
medida a 595nm. Paralelamente a dosagem de proteinas foi construida uma
curva padrao de soroalbumina bovina (1mg/mL), considerando o coeficiente de
extingdo molar em 280nm (0,665). A concentracdo de proteinas em pg/pL foi
determinada a partir de calculos de regressao linear baseados nos valores

obtidos na curva padrao.

3.5 Eletroforese Unidimensional

As eletroforeses em géis de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes
e redutoras foram realizadas de acordo com Laemmli (1970), com modificagdes.
O sistema de PAGE-SDS descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%,
contendo Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% e gel de separacao a 12,5%
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contendo Tris-HClI 2,0M pH 8,8 e SDS 0,1%, mantendo a relacdo de
Bis:Acrilamida 0,8:30. Todos os géis foram preparados num sistema de
eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small Il Mini-Vertical. Amostras contendo
10ug das proteinas foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,0625M pH 6,8;
Glicerol a 10%; B-mercaptoetanol 5%; 2% de SDS e 0,001% de azul de
bromofenol (condicdo redutora). As solucdes foram aquecidas a 100°C por 4
minutos em banho-maria e aplicadas em gel de eletroforese. Os padrdes de
massa molecular utilizados foram: Albumina Bovina 66 kDa; Ovoalbumina 45
kDa; Anidrase carbdnica 29 kDa; Tripsinogénio 24 kDa; B-lactoglobulina 18 kDa;
a-lactoalbumina 14 kDa. O tampé&o do eletrodo continha Tris-HCI 0,025M, Glicina
0,19M e SDS 0,1%, pH 8,3. A eletroforese foi realizada em corrente de 20mA
até o indicador azul de bromofenol alcancar o final do gel. O gel foi corado em
solucéo de Coomassie Blue- R250 0,1% em agua, acido acético 10% e metanol
50% e descorado em solucao de acido acético a 7% e etanol 30% para posterior

andalise.

3.6 Producdao de anticorpos policlonais anti-BpMP-I

A inducdo da sintese de anticorpos policlonais IgG foi realizada em
camundongos machos da linhagem Balb-c . Esses animais foram divididos em 2
grupos distintos contendo 6 animais: o primeiro grupo recebeu apenas tampao
fosfato salino (PBS) com adjuvante ( grupo negativo) e o segundo grupo recebeu
a toxina com o adjuvante (grupo teste). A producao de anticorpos policlonais IgY
foi realizada utilizando galinhas da raca White Leghorn modelo experimental.
Essas também foram divididas em 2 grupos que continham 2 animais, controle

negativo e teste, sendo imunizadas com PBS e toxina, respectivamente.

3.6.1 Imuniza¢bes dos camundongos da linhagem isogénica Balb-c
Camundongos foram imunizados de acordo com protocolo pré-
estabelecido por Harlow e Lane (1999) com 35 ug/injecao de BpMP-I em um
volume final de 0,1mL/camundongo, essa concentracdo da toxina foi
previamente testada e verificou-se que nao causava nenhum dano aos animais.
No total foram realizadas 4 imuniza¢cdes com intervalos de 2 semanas, a primeira
inoculacao foi feita com adjuvante de Freud’s completo e as demais com

adjuvante de Freud’s incompleto (raz&o 1:1 v/v, solugdo imunogénica/adjuvante).
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As quatro aplicacbes foram realizadas intraperitonealmente. O grupo negativo
seguiu 0 mesmo modelo de imunizacdo. Para verificar a cinética de producao de
anticorpos nos camundongos foram feitas coletas de sangue através da punc¢ao
submandibular segundo Golde e colaboradores, (2005). Uma semana antes da
primeira inoculacdo de antigeno e sucessivamente uma semana apds cada
inoculacdo. Os soros obtidos dessas coletas foram utilizados para verificar a
capacidade de reacdo dos anticorpos a metaloprotease pelo método de ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) indireto como descrito no item 3.9.

3.6.2 Imunizagdes das galinhas da raca White Leghorn

A inducao da producao dos anticorpos policlonais nas galinhas da raca
White Leghorn foi realizada como reportado por Schade e colaboradores (1996).
As imunizac¢@es foram realizadas em intervalos de 2 semanas, a primeira dose
foi aplicada com adjuvante Freud’s completo e as demais com adjuvante Freud’s
incompleto seguindo a proporcéo 1:1 (v/v) solugcdo imunogénica/ adjuvante. Em
cada inoculacédo foram utilizados 0,25mg de BpMP-I em um volume final de
0,5ml/ galinha . As aplicacdes foram realizadas via intramuscular em 4 pontos do
peitoral do animal. Os ovos pré-imunes e o0s postados apés o inicio das
imunizagdes foram coletados e refrigerados a 4°C. As gemas entédo separadas
e agrupadas em pools de ovos coletados em sete dias de coletas.

Para verificar a cinética de anticorpos produzidos pelas galinhas, também
foi adotado o método de ELISA indireto para verificar a rea¢do dos anticorpos
produzidos frente a BpMP-I. Inicialmente foi obtido o sangue pré-imune por
puncdo da veia localizada na asa esquerda do animal uma semana antes da
primeira inoculagéo, em seguida puncdes foram realizadas em intervalos de uma

semana apos cada imunizagao.

3.7 Preparacao do soro e purificagdo das 1gGs

Sete dias apoés a ultima inoculacdo os animais foram sangrados. E para
obtencao do soro total, diferentes amostras de sangue obtidas desses animais
foram colocadas em tubos falcon e entdo mantidas por 1 hora para a formagéo
do coagulo. Os tubos foram entdo centrifugados a 600xg por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi coletado com cuidado evitando a aspersdo do coagulo e

guardado para realizagdo das cromatografias. Posteriormente, o soro foi
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submetido a uma cromatografia de afinidade na coluna proteina G HiTrap para
a obtencdo das imunoglobulinas G (IgGs) puras. Nesse processo a resina foi
previamente equilibrada com tampéo fosfato de sédio 0,02M, pH 7, para permitir
a interacao especifica das IgGs presentes no soro. Em seguida, soro foi diluido
2 vezes no mesmo tampao, filtrado em seringa 0,45um e aplicado no sistema.
Foram passados 5 volumes de coluna do tampé&o de equilibrio para a retirada
das proteinas inespecificas e, em seguida, foi realizada a eluicdo dos anticorpos
anti-BpMP-I com o tampéao 0,1M glicina-HCI, pH 2,7 com um fluxo de 0,5mL/min
no sistema Akta prime plus (Amersham Biosciences). Nas fracfes contendo as
IgGs foram adicionados 100uL de Tris-HCI 1M pH 9 para a protecéo do estado
nativo destas imunoglobulinas. Em seguida as fracOes enriquecidas dos
anticorpos foram dialisadas,liofilizadas e armazenadas a — 20°C (WALKER,
1996). Os anticorpos policlonais IgG foram também analisados em PAGE-SDS

12,5% de acordo com o item 3.5.

3.8 Preparo do extrato proteico da gema e isolamento das IgYs

As gemas coletadas no periodo experimental foram separadas e
agrupadas em pools de ovos coletados no periodo de 7 dias. Inicialmente, foram
diluidas segundo protocolo de Akita e Nakai (1993) com modificacbes. Foi
utilizada agua deionizada na proporcao 1:15 para a diluicdo e o pH da solucdo
ajustado para 5,5 com tampao acetato 0,06M pH 4,8. Depois a solucéo de ovo
foi mantida a 4°C overnight. No dia seguinte, a solucao foi centrifugada a 800xg
por 40min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e filtrado com membrana 0,45um
para a completa retirada dos lipidios (fig.11).

O pH do filtrado foi ajustado para 7,4 sob agitacdo com hidroxido de sédio.
Apés a delipidacao, foi realizada a precipitacdo com sulfato de amonio para a
concentracgéo final 20% (m/v) (ARAUJO et al., 2010). Esta solucéo de ovo foi
mantida sob agitacdo por 45min a 4°C, fazendo com que as imunoglobulinas
contidas na solucgéo precipitassem. Decorrido o tempo de agitacao a solugao foi
centrifugada por 20min a 4°C a 2000xg (fig.11).

O precipitado foi lavado em sistema de ultrafiltracdo (AMICON YM 30)
com tampao fosfato de sédio 0,02M, K2SO4 0,5M, pH 7,5 e fracionado na coluna
IgY HiTrap HP previamente equilibrada com o mesmo. Os anticorpos foram

eluidos utilizando gradiente linear de tampao fosfato de sddio 0,02M, pH 7,5 a
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um fluxo de 0,5mL/min no sistema Akta prime plus (Amersham Biosciences). As

fracGes contendo as IgYs foram dialisadas, liofilizadas e mantidas a -20°C. Em

seguida foram analisadas em PAGE-SDS 12,5% de acordo com o item 3.5.
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3.9 Ensaio de imunorreatividade por ELISA

Atitulagao das amostras de soro dos camundongos imunizados entre os dias
0 e 42, assim como a reatividade especifica contra a BpMP-I, foram determinadas
pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), usando placas de
96 well (Nunc Maxisorp F8, Life Technologies Limited, Paisley, UK) sensibilizadas
com 100uL de antigeno (toxina na concentragdo 10ug/mL em 0,06M NaHCOs, pH
9.6). A placa foi incubada overnight a 4°C, entdo lavada trés vezes com TBS-T
(0,020M TRIS + 0,385M NaCl + 0.05% Tween 20) e bloqueada com 3% de leite em
p6 desnatado em TBS-T por 1 h a 37 °C.

Para verificar a titulagdo das amostras os soros (dia 49) 1:50, 1:100, 1:200,
1:400, 1:600, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 e 1:12800, foram adicionados
(100uL/pocgo) em duplicatas e incubados 2 h a 37°C. A placa foi lavada seis vezes
com TBS-T, entdo incubada por 1h a 37°C com 100uL/pogo de Anti-Mouse IgG(Fab
Specific) conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, UK, diluidos 1:5000). A
revelacdo foi realizada em solucdo cromogénica ortofenileno-diamina (OPD) a
1mg/mL, diluida 50uL de tampao substrato (0,1M acido citrico, 0,1M acetato de
sédio, pH 5,4, contendo 0.1% H2032), por 10 minutos. A reacéo foi interrompida com
25ul de H2S0O4 a 0,1M e a absorbancia a 490nm foi registrada usando em leitora de
microplacas (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer - Thermo Scientific —
USA). A taxa da densidade 6ptica (DO) do soro imune foi determinada para os
grupos de camundongos, assim como para verificar se 0s anticorpos apresentavam
reatividade cruzada contra um antigeno inespecifico (BnSP-7, fosfolipase A2
isolada da peconha de B. pauloensis) e as peconhas brutas das serpentes B.
pauloensis, B. jararaca, B. atrox, B. diporus e C. durissus colillineatus (Cdc).

O mesmo procedimento também foi utilizado na realizacdo da titulacao do
anti-soro produzido nas galinhas, assim como no extrato da gema para verificar a
transferéncia de anticorpos. Também foi verificada a reatividade cruzada entre as
imunoglobulinas Y purificadas contra diferentes peconhas brutas e a PLA2 BnSP-7.

Para determinar o calculo de cut off e do indice ELISA (IE), em cada placa
foram incluidas amostras de anticorpos IgG e IgY (anticorpos dos controles
negativos de imunizac¢ao). O valor de cut off foi obtido pela média dos valores de

densidade o6ptica (DO) dos controles negativos mais trés desvios padrdes.
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Os valores foram expressos com IE que foi calculado pela aplicacdo da
seguinte formula:lIE= (absorbancia da amostra testada/ cut off). As amostras cujos

IE> 1,2 foram consideradas reativas.

3.10 Western Blotting

As proteinas presentes nas peconhas das serpentes B. pauloensis , B.
jararaca, B. atrox, B. diporus e C. durissus colillineatus (Cdc), sob condi¢Ges
redutoras e néo redutoras foram submetidas a eletroforeses PAGE-SDS (item
3.5) e posteriormente eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose
(Hybond™-P  membrane (GE Healthcare) utilizando um sistema de
eletrotransferéncia (Hoefer GE Healthcare). A eficiéncia da eletrotransferéncia
foi avaliada pela coloracdo das membranas de nitrocelulolse com Ponceau-S Red.
As membranas foram entdo descoradas com agua, incubadas com leite desnatado
2,5% em NacCl 0,12M e fosfato de sodio 0,04M pH 7,2 (tampé&o de bloqueio), por
lhora a temperatura ambiente para bloquear sitios ndo especificos.
Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight a temperatura ambiente
com os anticorpos anti-BpMPI (IgG e IgY) diluidos 1:1000 (v/v) na solucdo de
blogueio. Apds 5 lavagens com solucéo de blogueio contendo 0,05% de Tween-20,
as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Sigma, 1:5000 em TBS) a temperatura ambiente por uma hora em
agitacdo. No final da incubacdo a membrana foi entdo lavada trés vezes, e revelada
com DAB (3,3 diaminobenzidino Sigma, 0,03% em 0,05M Tris-HCI, pH 7,6,
contendo 0,03% H202).

Os perfis do western blotting foram analisados no programa Image J versao
1.44 ( National Institutes of Health, Bethesda, EUA). Gréficos foram gerados com

os picos de intensidade das bandas detectadas.

57



3.11 Validagéo do potencial neutralizador dos anticorpos policlonais anti-
BpMP-|
3.11.1 Neutralizacdo da atividade hemorragica induzida pela peconha de B.
pauloensis

O ensaio de atividade hemorragica foi realizado segundo método descrito
por Nikai e colaboradores (1984) com modifica¢cdes. A hemorragia foi induzida por
injecdes intradérmicas (i.d.) utilizando 5ug da peconha de B. pauloensis no dorso
de camundongos Balb/c machos (n=4). Esta dose é suficiente para formar um halo
hemorragico de 10mm? (dose minima hemorragica, DMH) (LUCENA; MENDES;
HOMSI-BRANDEBURGO, 2009). Os halos hemorragicos foram medidos
utilizando-se um paquimetro de baixa presséo (CALIPER).

Os ensaios de neutralizacdo foram realizados utilizando a peconha bruta
de B. pauloensis incubada com os anticorpos anti-BpMP-I nas razées 1:20 e 1:50
(m/m, antigeno/anticorpo) e os grupos controles receberam apenas a pe¢gonha ou
salina. Todas as amostras foram previamente incubadas por 30min a 37°C. Apés
esse periodo as amostras com os anticorpos foram aplicadas no dorso dos animais,
além dos controles negativo (PBS) e positivo (peconha). Apos trés horas, 0s
animais foram anestesiados com solu¢des de ketamina® 10% (0,05ml/kg) +
xilasina® 2% (0,025ml/kg) e posteriormente eutanisiados. As peles foram

removidas e os halos hemorragicos medidos.

3.11.2 Inibicdo da atividade azocaseinolitica da metaloprotease BpMP-I

O efeito dos anticorpos sobre a atividade proteolitica de 1,086uM BpMP-|
(NAVES DE SOUZA et al., 2012) foi determinada preparando-se previamente a
enzima com diferentes concentracdes de anticorpos anti-BpMP-I (grupo teste) e
anticorpos irrelevantes (grupo controle negativo), seguindo as seguintes razdes
1:0; 1: 1; 1: 2,5; 1: 5 (toxina:anticorpos, UM/uM). ApOs o preparo as amostras foram
incubadas por 1h a 37°C. Em seguida, a atividade proteolitica sobre a azocaseina
foi realizada como descrito por Gomes e colaboradores (2011), com modificagdes.
A solucéo de azocaseina (1mg/mL) foi preparada com tampéao Tris 0,05M e NacCl
0,15M, pH 7,8, e adicionada em uma placa de 96 pocos (160uL/poco). (NUNC
MaxiSorp) Para iniciar a reagao foram adicionadas 45uL da solugao

toxina:anticorpo (n=6) e mantidas por 30 minutos a 37°C. A reacéo finalizada ao
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acrescentar 45uL da solucao de &cido tricloroacético 20% (m/v). A placa ficou em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, e posteriormente centrifugada a
1856xg por 20min. O sobrenadante transferido e a absorbancia determinada a
366nm na leitora de placas (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer -
Thermo Scientific —-USA). Os ensaios foram realizados em triplicatas. O resultados

foram transformados em porcentagem de inibi¢cdo e plotados em gréfico

3.12 Imobilizacao de anticorpos (IgG/ IgY anti-BpMP-I) em matriz CNBr-
Sepharose

As colunas ligadas com anticorpos anti-BpMP-I (IgG/IgY) foram preparadas
de acordo com as recomendacdes do fabricante (GE Healthcare). Previamente, 1g
da resina CNBr- Sepharose 4B foi suspendida em soluc¢édo de HCI 0.001M, mantida
sob leve agitacdo por 15min e, em seguida, centrifugada por 3000xg por 5min a
4°C. Posteriormente, a resina ativada foi lavada com tamp&o de acoplamento (0,2M
NaHCOs, 0,5M NacCl, pH 8,3) e centrifugada a 3000xg por 5min a 4°C. Apos a
centrifugacéo o sobrenadante descartado e a resina transferida para a solucéo de
ligantes previamente preparada na concentragéo final de 0,6mg/mL de anticorpos
(IgG anti-BpMP-I ou IgY anti-BpMP-I) e mantidas sobre leve agitagcdo a 4°C
overnight. O derivado anticorpo-CNBr foi lavado com tampéo de acoplamento para
a retirada do excesso de ligante, em seguida, centrifugado a 3000xg por 5min a
4°C. Para bloquear os sitios de ligacdo remanescentes, a resina foi transferida para
o tampao de bloqueio (Etanolamina 1M pH 8) e agitada lentamente por 2 horas a
temperatura ambiente. Finalizado o processo de acoplamento, a resina de
anticorpos foi colocada em coluna e lavada 5 vezes alternadamente com tampao

Acetato 0,1M pH 4,0 contendo NaCl 0,5M e com tampéo de acoplamento.

3.13 Purificacao de proteinas ligantes aos anticorpos IgG e IGy anti-BpMP-I
da peconha de Bothrops pauloensis
3.13.1 Preparo da amostra
A peconha bruta de B. pauloensis (20mg) foi ressuspendida em 1mL de
tampéo fosfato de sédio 0,02M pH 7.5 e centrifugada a 100xg por 10min a 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e aplicado nas colunas de afinidade

previamente preparadas.
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3.13.2 Cromatografia de afinidade

Para a obtencdo das proteinas ligantes aos anticorpos IgG e Igy anti-
BpMP-I foi realizado o fracionamento da peconha bruta B. pauloensis nas duas
colunas previamente montadas ( IgG Sepharose e IgY Sepharose). As colunas de
afinidade foram previamente equilibradas com tampéao fosfato de sédio 0,02M pH
7.5, e em seguida a amostra preparada segundo item 3.13.1 foi aplicada nas
colunas. As fracdes foram coletadas por um coletor de fracbes Redifrac em fluxo
de 20 gotas/tubo. Posteriormente, as fracdes foram monitoradas através do
espectrofotometro Ultrospec 1000- Amersham Pharmacia Biotech com absorbancia
a 280nm. Os pools das fracdes ricas em metaloproteases foram dialisados,
dosadas, divididas em microtubos contendo diferentes concentracbes e
armazenados a -80°C. As amostras foram submetidas as analises eletroforéticas
em geéis unidimensionais e bidimensionais, de acordo com itens 3.5 e 3.14

respectivamente.

3.14 Eletroforese Bidimensional (2DE)
3.14.1 Preparo das amostras

A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com o método
O’Farrel (1975) com adaptacdes. Aliquotas de 150ug das fracbes ligantes das
colunas de afinidade foram precipitadas com 3 volumes de acetona gelada e
mantidas a -20°C por 2 horas. Apds esse periodo as amostras foram centrifugadas
por 10000xg por 20min, o sobrenadante foi descartado e o pellet apds secagem foi
ressuspendido com 250uL de tampao de reidratagcdo contendo 7M ureia, 2M
tioureia, 2% CHAPS, 0,5% de anfdlitos livres (IPG buffer, pH 3-10) e 0,002% de

azul de bromofenol.

3.14.2 Primeira dimensé&o — focalizac&o isoelétrica

As amostras em tampao com os anfélitos foram dispostas em canaletas
individuais da bandeja de reidratacdo (uma amostra por canaleta - IPGbox). Sobre
as amostras foram colocadas uma tira de gel em poliacrilamida com gradiente de
pH imobilizado linear de 3-10 ( Immobiline DryStrip gel — IPGs; GE Lifesciences,
USA) de 13 cm de comprimento. E permaneceram nessa solu¢do no minimo 16

horas a temperatura ambiente e protegida da luz. Ao final da reidratagcéo as fitas
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foram removidas da bandeja e posicionadas no equipamento Ettan IPGphor (GE
Healtcare) e cobertas com solugéo de 6leo mineral para a focalizagdo. Em seguida
a focalizacéo isoelétrica (IEF) foi realizada com a seguinte programacéo: 12 etapa:
100V (1hora); 22 etapa: 500V (500Vh); 32 etapa: 1000V (800Vh) com aumento
gradual da voltagem; 42 etapa: 8000V (11300Vh) com aumento gradual da
voltagem; 52 etapa: 8000V (5400Vh); 62 etapa: 50V por 2 horas, a 20°C com

corrente maxima de 50mA/fita.

3.14.3 Preparo das fitas focalizadas — Reducéao e Alquilacao

Ao término da focalizacdo isoelétrica, imediatamente antes da segunda
dimensao, as fitas com as proteinas eletrofocalizadas foram submetidas a uma
etapa de equilibrio. Nesta etapa as fitas foram saturadas em tampao desnaturante
contendo o detergente aniénico dodecil-sulfato de sodio (SDS). O SDS promove a
desnaturacdo das proteinas presentes na amostra e forma complexos SDS-
proteina carregados negativamente, ndo deixando que a carga elétrica das
proteinas venha a interferir na corrida eletroforética. Um agente redutor, o
ditiotreitol (DTT), responsavel por romper as pontes dissulfeto dos polipeptideos,
também foi adicionado. Ao serem tratadas com ambos, SDS e DTT, as proteinas
irdo migrar no gel de poliacrilamida e processo de separacdo dependera do peso
molecular da proteina. A etapa de equilibrio das fitas foi executada em dois passos.

No primeiro passo, as fitas foram transferidas e imergidas no tampéo de
equilibrio composto de 750mM Tris-HCI pH 8.8, 6M de ureia,30% glicerol (v/v),
2%SDS (m/v) e 0.002% de azul de bromofenol (m/v) contendo 10mg/mL de DTT
por 15 minutos sob leve agitacdo. No segundo passo, ao tampao de equilibrio foi
adicionado iodoacetamida (25mg/mL) — o qual protege as proteinas contra a
reoxidacao- e entdo as fitas foram novamente imergidas e mantidas sob agitacao

por mais 15 minutos, e entdo lavadas em tampé&o Tris-glicina por 5 minutos.

3.14.4 Segunda dimenséo — Gel de poliacrilamida

A segunda dimenséo foi realizada de acordo com Laemmli (1970), utilizando
o sistema SE 600 Ruby GE Healthcare conectado ao sistema de refrigeracao Multi
Temp lll. As fitas foram retiradas do tampao tris-glicina, dispostas sobre a superficie

dos géis de poliacrilamida 12,5% e fixadas com solucdo de agarose 0,5% com
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tracos de azul de bromofenol. Foi utilizado o marcador de massa molecular da
Thermo Scientific: [-galactosidase, 116kDa; Albumina, 66,2kDa; Ovoalbumina,
45kDa; Lactato desidrogenase,35kDa; Endonuclease de restricdo, 25kDa; -
lactoglobulina, 18,4kDa; Lisozima, 14,4kDa . As condicBes das corridas foram:
250V; 25mA por gel; 100W. A corrida eletroforética foi interrompida quando o azul
de bromofenol, presente na solucdo de agarose, alcancava o fim do gel,
aproximadamente 5 horas do inicio da corrida. Todas as corridas foram realizadas
a 15°C. Ao final da segunda dimenséao os géis foram fixados overnight em solugéo
contendo 50% etanol e 10% &cido acético em agua ultra-pura. Em seguida, os
mesmos foram lavados em solucdo com 50% metanol e 10% &cido acético. E,
finalmente, os géis foram imersos em solu¢do Coomassie (0,02% PhastGel Blue R;
60% metanol; 10% acido acético) por aproximadamente 16 horas sob agitacao

suave.

3.15 Processamento e analise das imagens

Apds a descoloracdo os géis 2D foram digitalizados utilizando o
ImageScanner Il LabScan 6.0 (GE Healthcare) na resolucdo de 300dpi, utilizando
0 modo transparente e filtro verde. As imagens foram salvas em formato e arquivo
TIFF e analisadas utilizando o software Image Master Platinum (GE Healthcare).
Para cada fracdo ligante das imunoglobulinas-Sepharose (IgYP2 e IgGP2) foram
obtidos trés géis bidimensionais, perfazendo um total de 6 imagens. O gel mais
representativo foi denominado gel referéncia. Os valores experimentais de pH e de
massa molecular (Mr) (referente ao marcador proteico utilizado) foram inseridos em
spots especificos nas imagens, permitindo ao software a estimativa dos respectivos

valores para 0s demais spots.

3.16 Remocéao da coloracao dos spots: Reducéo e Alquilacao

Os spots identificados no item 3.15 foram removidos dos geis,
fragmentados e, posteriormente descorados com 0,2mL de acetonitrila 50%(v/v)
em agua ultra-pura, trocando a solugéo a cada 15 minutos, o processo foi realizado
a temperatura ambiente. Ap0s a remocao da coloracdo, os mesmos foram
desidratados com 0,2mL de acetonitrila (PA). Em seguida, a acetonitrila foi

removida das amostras por concentracdo a vacuo (Speed vac). Posteriormente, as
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proteinas contidas nos spots foram reduzidas com 0,1mL de 5mM Tris-2-carboxietil-
fosfina (TCEP) em solucéo de bicarbonato de aménio 100mM, incubados por
30minutos em temperatura ambiente. Passado esse periodo, a solu¢ao redutora foi
removida e aos spots foram adicionados 0,1mL da solugcédo alquilante contendo
10mM de iodoacetamida em bicarbonato de aménio 100mM, pelo mesmo periodo
de incubacao da solucado redutora. Para a remoc¢ao da solugcao de alquilagdo os
fragmentos foram lavados com a solucdo de bicarbonato de aménio 100mM e
desidratados com acetonitrila PA, esse processo foi repetido por mais 2 vezes e no

final a acetonitrila PA evaporada no Speed vac.

3.17 Digestéao e extracao das proteinas em gel

Os fragmentos de géis foram reidratados com uma solucdo de
bicarbonato de amdnio 40mM e 9% de acetonitrila contendo a tripsina (20ug/mL
preparada de acordo com o fabricante/ Sigma). O processo de reidratagdo ocorreu
em banho de gelo por 30 minutos e apds esse periodo adicionados 0,05mL solucdo
de bicarbonato de amonio 40mM e 9% de acetonitrila. Confirmado que 0s spots
estavam imersos na solugdo os mesmos foram colocados para incubar a 37°C
overnight.

Ao término da digestéo, a extracao dos fragmentos de peptideos iniciou-
se com a adicdo de 0,05mL de solucdo de TFA/ H20 0,1% aos spots.
Posteriormente, incubados por 10 minutos, centrifugados e o sobrenadante
reservado.

Os pellets foram submetidos a duas etapas de lavagens:

e l12etapa: 0,015mL de solucdo TFA 0,1% em ACN 50% foram adicionados e
permaneceram por 10 minutos, posteriormente o sobrenadante coletado.

e 22 etapa: adicionados 0,015mL de solugdo TFA0,1% em ACN 70% e
incubados por 10 minutos, por fim, sobrenadante coletado. Cada etapa foi
repetida 15 vezes, e no final, os sobrenadantes do inicio da extracdo e das
duas etapas foram agrupados e a amostras evaporadas no Speed vac até
atingir aproximadamente 0,01mL.

AplOs a extracdo dos fragmentos de peptideos, os mesmos foram
dessalinizados em micro coluna Zip-Tip (resina Cis P10, Milipore) e em seguidas

submetidas a espectrometria de massas.
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3.18 Analise por espectrometria de massa

As amostras foram preparadas para analise de MALDI-TOF/TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption ionizated Time of Flight- Time of Flight) em um aparelho
Autoflex Ill TM, softwares FlexControlTM e FlexAnalysisTM (Bruker Daltonics,
Bilerica, EUA).

Aliquotas de 0,5uL de cada solucéo dos fragmentos dessalinizados foram
aplicadas em placa anchorship 600 (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e em seguida
co-cristalizada com 0,5 pL de solugdo saturada da matrix composta por acido a-
cyano-4-hidroxicinamico (5 mg/mL de CHCA em acetonitrila 70% / TFA 0,1%) a
temperatura ambiente. As amostras foram secadas e 0 espectrometro foi operado
em modo refletido para obtencdo das massas dos fragmentos gerados pela tripsina,
e em modo Lift para refragmentacéo de ions para sequenciamento de novo.

A calibragédo externa do modo MS foi realizada utilizando a mistura de
peptideos Peptide Calibration Standard Il (bradicinina m/z = 757,39; angiotensina Il
m/z = 1046,54; angiotensina | m/z = 1296,68; sustancia P m/z = 1347,73;
bombesina m/z = 1619,82; substrato da renina m/z = 1758,93; ACTH (1-17) m/z =
2093,08; ACTH (18-39) m/z = 2465,19; e somatostatina (28) m/z = 3147,47) da
Bruker Daltonics, Bilerica (EUA). Os sinais dos ions mais intensos foram
selecionados como precursor para aquisicdo do MS/MS. Os espectros foram

armazenados para posterior analise.

3.19 Andlise das sequéncias em banco de dados

Os espectros de massas obtidos de cada spot protéico (MS e MS/MS) foram
combinados pelo software BioTools (Bruker Daltonics, Bilerica, EUA) e
posteriormente investigados nos bancos de dados do Centro Nacional de
Informacdes Biotecnolégicas (NCBI), por meio do software MASCOT®

(http://www.matrixscience.com). Alguns espectros foram posteriormente analisados

pelos softwares FlexAnalysis 3.3.

3.20 Linhagens celulares e manutencgao das culturas
As células MACL-1 (linhagem priméria de cancer de mama), estabelecidas
por Correa e colaboradores (2009), foram mantidas em meio de cultura DMEM alta

glicose (SIGMA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO) em frascos
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de cultura T-75 (TPP®) em estufa Umida contendo 5% de CO2 a 37°C (Forma™
310 — Thermo Scientific).

3.21 Extracdo do secretoma das células MACL-1

As células MACL-1 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com
SFB a 10% até atingir uma confluéncia de 80-90%. Em seguida, esse meio foi
removido e adicionado meio DMEM sem suplementacéo as células e estas foram
acondicionadas em estufa imida contendo 5% de CO2 a 37° . Passado 24 horas, o
meio foi retirado, filtrado em filtro de 0,22uM (Millipore) e concentrado através de
sistema de concentracéo a vacuo (SpeedVac™ Concentrator — Thermo Scientific).
A amostra foi reunida, passada em coluna PD-10 Desalting Colum (GE Healthcare
Life Sciences) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, coletada em
microtubos e concentrada novamente em sistema de concentracdo a VAacuo
(SpeedVac™ Concentrator — Thermo Scientific). Por fim foi feita uma estimativa da
quantidade de proteinas através da dosagem em equipamento com leitura em UV
a uma absorbancia de 280nM (NanoVeu Plus™ - GE Healthcare Life Sciences) e

essas amostras foram armazenadas em freezer -80°C.

3.22 Atividade Gelatinolitica

A eletroforese com substrato proteico (gelatina) copolimerizado no gel de
poliacrilamida, foi realizada, de acordo com HEUSSEN & DOWDLE (1980), teve
como objetivo identificar a presenca de proteases no secretoma das células MACL-
1. A amostra proteica utilizada foi o secretoma das células MACL-1, ambas
dissolvidas em tampéao (Tris-HCI 0,0625M pH 6,8; glicerol a 10%; 2% de SDS e
0,001% de azul de bromofenol) em diferentes concentragbes (1ug, 2,5 pug, 5 ug e
10 pg. Foi usado padrao de massa molecular 220, 180, 115, 82, 64, 49, 37, 26, 19,
15, 10 e 6 KDa (Invitrogen).

A corrida eletroforética foi realizada com tampéo de corrida (TRIS-HCI 0,025
M, Glicina 0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) sob tensdo de 50V a 4°C, sendo
aumentada para 150V apds 1 hora de corrida. Apés o tempo de eletroforese
(aproximadamente 1:30) indicado pelo azul de bromofenol ao final do gel, este foi
retirado da placa e submerso em solugéo de triton X-100 2,5% durante 1 hora sob

agitacao leve para remocdo do SDS. Em seguida o gel foi lavado com agua
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destilada para remover a solugéo de triton e incubado com tampéao fosfato 0,2M
pH8,0 por 4 horas a 37°C.

Decorrido o tempo de incubacédo, os géis foram corados com Coomassie
Blue R-250 0,2% em solucdo de acido acético, metanol e agua Milli-Q® na
proporcdo de 1:4:5 (v/v) durante 1 hora, sob agitagdo leve, e descorados em
solucdo descorante de &cido acético, metanol e agua Milli-Q® na mesma

proporcao, para a revelacao das bandas onde houveram atividade proteolitica.

3.23 Imunolocalizacéo de alvos no secretoma de células tumorais

Com o intuito de verificar se os anticorpos policlonais anti-BpMP-I eram
capazes de reconhecer metaloproteases em diferentes sistemas bioldgicos, foi
utilizado o secretoma de células tumorais MACL-1 (linhagem primaria de cancer de
mama) estabelecidas por Correa e colaboradores (2009). Ensaios de western
blotting (item 4.10) foram realizados utilizando o secretoma de células tumorais
MACL-1 e a BpMP-I (controle positivo da reacdo), para a identificacéo de possiveis
alvos semelhantes a BpMP-I.

3.24 Anélise estatistica

A andlise estatistica e apresentacao dos resultados foram realizados através
do programa estatistico GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
EUA). Os dados foram expressos como média = desvio padréo (DP). As variaveis
foram analisadas com testes especificos, paramétricos ou ndo paramétricos,
segundo a distribuicdo de dados. Foi considerado estatisticamente diferente
quando p < 0,05.
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V. RESULTADOS



4.1 Isolamento da metaloprotease BpMP-I

A metaloprotease foi obtida através da combinacdo de dois passos
sequenciais de cromatografias, resina de troca idnica e a resina de gel filtracéo,
respectivamente. Na cromatografia de troca ibnica, realizada em uma coluna
contendo a resina CM-Sepharose, 200 mg da peconha de B. pauloensis foram
resolvidas em 6 picos cromatograficos como mostrado fig.12A. Essas fracOes
foram nomeadas CM1, CM2, CM3, CM4, CM5A e CM5B e analisadas PAGE-SDS
12,5% em condi¢cdes redutoras (fig.12B). A fragdo CM3, posteriormente, foi
fracionada em gel filtracdo Sephacryl-300 com tampao AMBIC 0,05M pH 7,8 fluxo
de 0,1mL/min, resultando em dois picos de absorbancia a 280nm, onde o pico
principal continha metaloprotease BpMP-lI (fig.12C). Posteriormente, a
homogeneidade da BpMP-1 foi analisada em cromatografia liquida de alta
performance em fase reversa (dado ndo apresentado) e em PAGE-SDS 12,5%
(fig.12D).
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Figura 12: Etapas da purificagdo da metaloprotease BpMP-I A) Cromatografia da peg¢onha bruta
de B. pauloensis (200mg) na coluna de CM- Sepharose equilibrada com tampéo bicarbonato de
amonio 0,05M pH 78. O gradiente convexo foi aplicado utilizando tampéao bicarbonato 0,5M pH 7,8.
Fracbes de 1mL/tubo foram coletadas utilizando um fluxo de 6,5mL/h B) Perfil eletroforético em
SDS-PAGE (12,5%) da peconha de B. pauloensis e fracdes obtidas na cromatografia de troca ibnica
(CM1 a CM5b), P é o marcador de massa molecular. C) Fracdo CM3 (8 mg) recromatografada em
Sephacryl S-300 previamente equilibrada com tampéo bicarbonato de amdnio 0,05M pH 7,8 com
um fluxo de 12mL/h, usando o aparelho AKTA prime plus (Amersham Biosciences). (D) Perfil
eletroforético PAGE-SDS (12,5%) da BpMP-I purificada em condicdo redutora. P: Marcador de
Massa Molecular; 1: BpMP-I — 2,5ug; 2: BpMP-I — 5ug.

4.2 Producéo e purificacdo de anticorpos policlonais anti-BpMP-I

4.2.1 Titulacdo e isolamento dos anticorpos IgG anti-BpMP-I

A primeira dose de imunégeno contendo 35ug da toxina BpMP-I foi
aplicada nos camundongos e ap0s 1 semana da exposicdo dos animais ao

antigeno uma amostra de sangue foi retirada via submandibular e o soro utilizado
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para titulagdo dos anticorpos. Durante o periodo de imunizacéo a titulagdo do soro
ocorreu repetidamente em intervalos de 15 dias.

A titulacdo do soro dos camundongos coletados foi realizada contra a
toxina BpMP-I, e a reacdo se mostrou positiva a partir do vigésimo primeiro dia
como apresentado na fig.13A. O soro do quadragésimo nono dia foi testado até
diluicdo 1:12800 (fig.13B), apresenta IE>1,2 para todas as diluicbes testadas. Apos
guadragésimo nono dia os animais foram sangrados para a obtencéo do soro total
como descrito no item 3.7.

O soro total foi aplicado em cromatografia de afinidade proteina G HiTrap
para a obtencdo da amostra de interesse, a imunoglobulina G, foi eluida da coluna
no segundo pico (fig.14A) e em seguida, sua homogeneidade foi verificada em
PAGE-SDS 12,5% (fig.14B).
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Figura 14: Anticorpos IgG anti-BpMP-I: A) Cromatografia de afinidade em proteina G Hitrap para obtencéo da IgG anti-BpMP-I. (*) fracdo contendo
as lgGs, B) Perfil eletroforético 12,5% (PAGE-SDS) em condi¢des redutoras do soro total (1), da frag&do obtida da cromatografia de afinidade proteina
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4.2.2 Titulagdo e isolamento dos anticorpos IgY

As galinhas foram estimuladas na primeira inoculagdo com o adjuvante
de Freud’s completo com a toxina (0,25mg), e em seguida com o adjuvante de
Freud’s incompleto. As amostras de sangue foram retiradas no sétimo dia apés a
primeira inoculagao para a titulagdo do soro. Durante o processo imunizagao, a
titulacio do soro ocorreu repetidamente em intervalos de 15 dias.
Simultaneamente, eram feitas coletas diarias dos ovos uma semana antes da
primeira inoculacdo da toxina e diariamente apés a inducdo da producédo de
anticorpos. As gemas foram agrupadas semanalmente e o extrato proteico obtido
segundo a metodologia descrita no item 3.8 (fig.11).

O soro total e o0 extrato proteico da gema foram titulados contra a BpMP-
I, e verificou-se que a apds o vigésimo primeiro dia da inoculacdo do antigeno o
soro ja estava hiperimune e somente a partir do trigésimo quinto dia o IE foi maior
que 1,2 para IgY presentes nas gemas coletadas (fig.15A). Os soros das galinhas
apresentaram altos IE e reconheceram a BpMP-I até a diluicdo 1:6400 (IE= 8,7), ja
o extrato das gemas do trigésimo quinto dia foi capaz de reconhecer a
metaloprotease somente até a diluicdo 1:100 (IE=1,9) (fig.15B), enquanto que 0s
do sexagésimo terceiro dia foram positivo, IE= 1,86, até a diluigdo 1:1600 (fig.15D).
As galinhas foram estimuladas até o septuagésimo dia apds a primeira inoculagao,
IE= 20,0 (fig.15C), e os ovos coletados. O extrato proteico preparado com tampao
de ligacdo e submetido em cromatografia de afinidade tiofilica usando a coluna IgY
HiTrap HP. As fracdes ricas em IgY foram foram eluidas com tampéao fosfato de
sédio 0,02M pH 7,5 (fig.16A) e analisadas em PAGE-SDS 12,5% (fig.16B).
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Figura 15: Anticorpos IgY Anti-BpMP-I: A) Cinética da producgédo de anticorpos nas galinhas da
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4.3 Ensaios dereatividade cruzada dos anticorpos anti-BpMP-I pelo método
ELISA

ApoOs o isolamento das imunoglobulinas, 1gG e IgY, as mesmas foram
utilizadas para verificar sua capacidade de reconhecimento contra toxinas isoladas,
BpMP-1 e BnSP-7, e também peconhas brutas das espécies B. pauloensis, B.
jararaca, B. atrox, B. diporus e C. durissus colillineatus (fig.17). Os anticorpos IgG
e IgY apresentaram altos indices de reconhecimento para a BpMP-I nas diferentes
diluicbes (fig.17A e fig.17B), mas as IgYs obtiveram indices de reconhecimento
maiores do que as IgGs. Ambas as imunoglobulinas reconheceram diferentes
peconhas botropicas, no entanto, as IgGs apresentaram maior reconhecimento
para espécies de B. pauloensis, B. jararaca e B. diporus (fig.17A). Os anticorpos
IgY apresentaram altos IEs para a peconha de B. diporus. E nenhum dos anticorpos
conseguiram reconhecer significativamente a fosfolipase A2 BnSP-7 ou a peconha
da C. durissus colillineatus.

76



IgG anti-BpMP-|

IgY anti-BpMP-|

BpMP-|
BnSP-7

B pauloensis
B atrox

B jararaca
B. diporus
Cdc

Indice ELISA

v v
1 4-8--—-0--68---§ -0--9--0 9 9. _.@. 10-0--- 8.9 g--9--- g--8-. g--9---8-
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L
R s N I T S L S RS S S T M A S
N \'.\ &‘} \?‘ \‘b \’& \“3 ,\@L \»;ﬁj \rﬁb(‘o N LN \’1, "\P‘ "\‘b \',\CQ \‘QJ »\'Q;'b‘ \t{ﬁ:\ \{ﬁb

Diluigbes dos anticorpos Diluigdes dos anticorpos

Figura 17: Reatividade cruzada das IgG anti-BpMP-1 (A) e das IgY anti-BpMP-I (B) pelo método ELISA contra BpMP-I (metaloprotease),
BnSP-7 (fosfolipase A2) e diferentes peconhas brutas. Resultados sdo apresentados com média e desvio padréo.
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4.4 Anélise dereconhecimento dos anticorpos paradiferentes pegconhas por

western blotting

As peconhas foram submetidas a eletroforese PAGE-SDS 12,5% em
condicbes redutoras e nao redutoras, e posteriormente transferidas para
membranas de nitroceluloses. Apds os procedimentos realizados conforme o item
3.5, observou que os anticorpos foram capazes de reconhecer diferentes proteinas
presentes nas peconhas (fig.18 e fig.19). Nas condicfes redutoras, os anticorpos
reconheceram fortemente proteinas entre 17 e 30 kDa (fig.18). E observamos ainda
gue em condi¢bes ndo redutoras, a capacidade de reconhecimento foi singular
(fig.19), ambas imunoglobulinas reconheceram moléculas localizadas entre 52 e
150 kDa. E notavel a diferenca entre perfis de reconhecimento das imunoglobulinas
verificadas nas analises de intensidade das bandas (fig.20 e fig.21). Ao realizar o
alinhamento da BpMP-I com diferentes metaloproteases ja isoladas (tabela 2)
verificou-se que ela apresentava alta similaridade com proteinas presentes nessas

peconhas testadas.

Tabela 2 Toxinas derivadas de peconhas botrépicas que apresentam identidade

estrutural com a BpMP-1 A propor¢éo de aminoacidos idénticos € mostrada, assim

como a classe de cada enzima.

ALINHAMENTO MASSA CLASSE SERPENTE
TOXINA (IDENTIDADE) MOLECULAR
(COF))

BOTROPOIDINA - 49.5 SVMP-III B. pauloensis
BpMP-II 56% 23 SVMP-| B. pauloensis
ATROXLISINA 49% 23 SVMP-I B. atrox
BATX-I 92% 23,3 SVMP-I B. atrox

HF3 51% 70 SVMP-III B. jararaca
BOTROPASINA 47% 50 SVMP-III B. jararaca
JARARAGINA 45% 52 SVMP-III B. jararaca
BOTROJARACTIVASE 60% 22,8 SVMP-I B. jararaca
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Figura 18: Perfil de reconhecimento de proteinas REDUZIDAS de diferentes peconhas por anticorpos policlonais IgG anti-BpMP-1 e IgY anti-BpMP-I em
western blotting: (A) PAGE-SDS (12,5%) em condi¢des redutoras, (B) Proteinas reconhecidas por IgG e (C) Proteinas reconhecidas por IgYs. P: marcador
de massa molecular (Amersham ECL Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers); diferentes peconhas: 1. B. pauloensis; 2. B.atrox; 3. B.jararaca; 4. C.

durissus collilineatus; 5. B.diporus.
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Figura 19: Perfil de reconhecimento de proteinas NAO REDUZIDAS de diferentes peconhas por anticorpos policlonais 1gG anti-BpMP-1 e IgY anti-BpMP-I
em western blotting: (A) PAGE-SDS (12,5%) em condi¢cdes nao redutoras, (B) Proteinas reconhecidas por IgG e (C) Proteinas reconhecidas por IgYs. P:
marcador de massa molecular (Amersham ECL Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers); diferentes peconhas: 1. B. pauloensis; 2. B.atrox; 3.

B.jararaca; 4. C. durissus collilineatus; 5. B.diporus.
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IgG anti-BpMP-I

IgY anti-BpMP-I

Figura 20: Andlise da intensidade de reacdo no Westen blotting das amostras reduzidas. Diferentes pegonhas: 1. B. pauloensis; 2.
B.atrox; 3. B.jararaca; 4. C. durissus collilineatus; 5. B.diporus.
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IgG anti-BpMP-I

IgY anti-BpMP-I

Figura 21: Andlise da intensidade de reagdo no Westen blotting das amostras ndo reduzidas. Diferentes peconhas: 1. B. pauloensis;
2. B.atrox; 3. B.jararaca; 4. C. durissus collilineatus; 5. B.diporus
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4.5 Validagcdo do potencial neutralizador dos anticorpos policlonais (IgG E
IgY) anti-BpMP-I

4.5.1 Neutralizacdo da atividade azocaseinolitica da BpMP-I

. A BpMP-I é uma protease capaz de clivar diferentes substratos, dentre
eles a azocaseina como descrito por Naves de Souza e colaboradores, 2012. Os
anticorpos policonais (IgG e IgY) anit-BpMP-lI foram capazes de neutralizar
significativamente a atividade proteolitica da BpMP-I (fig.22) quando pré-incubados
com a toxina a 37°C por 1 hora nas razdes 1:2,5 e 1:5 (protease:anticorpo; pM/uM).
Os anticorpos IgG anti-BpMP-I a uma razéo 1:5 (protease:anticorpo; uM/uM) foram
mais eficientes na neutralizacdo da atividade  proteolitica da BpMP-I, sendo

capazes de inibir 80% da atividade proteolitica da BpMP-I.

1001 * _
E3 BpMP-I: IgG anti-BpMP-|

E3 BpMP-I: IgYanti-BpMP-|

% Inibicao

toxina:anticorpo (pM/pM)

Figura 22: Determinacao da atividade neutralizante dos anticorpos sobre a atividade proteolitica da
BpMP-I em azocaseina A BpMP-1 (1,086uM) foi previamente incubada com os anticorpos anti-
BpMP-I em diferentes proporg8es toxina: anticorpos, por 1h a 37°C. Resultados sdo apresentados

com média e desvio padrao. (*) significancia p < 0,05

4.5.2Neutralizacdo da atividade hemorragica da pecocnha de Bothrops
pauloensis
Os anticorpos policlonais anti-BpMP-I (IgG e IgY) quando pre-incubados

com a peconha de B. pauloensis em diferentes razdées (PB:anticorpos, m/m) por 30
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minutos a 37°C, foram capazes de neutralizar significativamente a atividade
hemorragica induzida por essa peconha (fig.23). Na proporc¢éo 1:50 (peconha
bruta: anticorpos, m/m) a hemorragia induzida no dorso de camundongos foi

completamente neutralizada (fig.24).
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Figura 23: Neutralizacéo da atividade hemorragica induzida pela pe¢onha de B. pauloensis por
anticorpos anti-BpMP-1 1gG e IgY. Propor¢des toxina: anticorpo (m/m). (*) significancia p < 0,05.

Peconha IgG 1:50 IgY 1:50

Figura 24 Atividade hemorragica. (A) Controle positivo — 5 ug de peconha de B. pauloensis. (B)
1gG anti-BpMP-I — 1:50 (toxina: anticorpo). (C) IgY anti-BpMP-I — 1:50 (toxina: anticorpo).

4.6 Cromatografias da peconha B. pauloensis em colunas de afinidade

Cerca de 20mg de peconha bruta B. pauloensis foram aplicadas nas colunas
de afinidade acopladas os anticorpos anti-BpMP-1 (IgY- e IgG- Sepharose,
previamente preparadas de acordo com o item 3.12. As fragbes ndo-ligantes
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(P1igG, P1IgY) e ligantes (P21gG, P2IgY) (fig.25A e fig.25B) foram agrupadas e
visualizadas em PAGE-SDS 12,5% de acordo item 3.5 (fig.25C). O rendimento
proteico compreendeu cerca de 8 a 10% do total de proteinas presentes na
peconha bruta, como podemos verificar na tabela 3. As fragcfes ligantes (P2IgG,
P21gY) apresentaram heterogéneas compreendendo massas moleculares entre os
padrdes 14 kDa e 66 kDa.

Tabela 3: Rendimento proteico das cromatografias de afinidade da peconha B.

pauloensis.
Resina Etapas de mg (totais)* = Recuperagao
Purificagcao (%)
lgG-Sepharose Peconha Bruta 13,575 100
P21gG 1,153 8,5
IgY-Sepharose Peconha Bruta 10,38 100
P2lgY 1,090 10,5

* Dosagem realizada pelo método de Bradford (1974).
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Figura 25: Peconha de B. pauloensis em colunas de afinidadade. (A) Perfil cromatografico em
resina IgG sepharose. (B) Perfil cromatogréafico em resina IgY-sepharose. (C) Perfil eletroforético
em condicdes redutoras da peconha B. pauloensis (1) e das fragbes P1lgG (2), P2IgG (3), P1igY

(4) e P2IgY (6), provenientes das cromatografias de afinidade. ¢ Troca de tampéo.
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4.7 Anélise em géis bidimensionais das fracdes ligadas dos anticorpos
policlonais anti-BpMP-I

As fracdes ligantes de cada cromatografia de afinidade (IgY-Sepharose e IgG-
Sepharose) foram visualizadas em géis bidimensionais. Os géis bidimensionais
foram processados de acordo com item 3.14 (fig.26 e fig.27). Os spots nos géis
concentram no intervalo de pl entre 3 e 7, com massas entre 14,4kDa e 45 kDa. As
combinagdes ou “match” resultaram em 20 proteinas ligantes da fragao P2IgY e 23

proteinas ligantes de P2IgG (fig.28).

4.8 Identificacdo das proteinas

Os “spots” proteicos que eram expressivos e apresentaram “match” entre as
triplicatas foram selecionados, extraidos dos géis (fig.28) processados de acordo
com a metodologia (itens 3.17 e 3.18) para a analise por espectrometria de massas
usando a técnica e MALDI/TOFTOF. Os espectros de massas resultantes (MS e
MS/MS) foram utilizados na identificagcdo das proteinas, por meio de busca no
banco de dados do NCBI pelo software MASCOT® e pelo Biotools. A interpretacéo
dos espectros de massas combinados permitiu a identificacédo 11 proteinas ligantes
a IgG sepharose com massa e/ou pl diferenciados, assim como 11 proteinas
identificadas para a fracao ligante da IgY sepharose (tabela 5). Dessas proteinas

oito foram encontradas em ambas fragdes (tabela 6).
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Figura 26: Triplicata dos géis bidimensionais da fracdo P2IgG (ligantes da IgG sepharose).
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Figura 27: Triplicata dos géis bidimensionais da fragcdo P2IgY (ligante da IgY sepharose).
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Figura 28 Géis bidimensionais das fra¢des ligantes P2IgG (A) e P2IgY (B), e os ‘spots’ identificados. Numeracdo em rosa — lectinas ou semelhantes a

lectinas; amarelo — fosfolipase Az; azul — metaloprotease.
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Tabela 4 Identificacao dos spots das fragOes ligadas a IgG-Sepharose e IgY-Sepharose.

FRACAO

P2I1gG

SPOT

[ON m/z

1131,670

1289,698
1701,900
1928,100

764,622

944,593
1241,794
1473,012
1623,070
1865,247

764,580
944,550
1241,739
1623,014
1865,179
1901,163

1242,000
1623,000

PEPTIDEO

FKNFVCEFQA
EGFVSSNTSEFI
DCPPDWSSYEGHCYR
IFDEIK

DFSWEWTDR
YKPGCHLASFHR
EFCVEIVSYTGYR
(KN)EFCVEIVSYTGYR
IFDEIK

DFSWEWTDR

NKEFCVEIVSYTGYR
(GY)ESPEIAEYISDYHK

DFSWEWTDR
EFCVEIVSYTGYR

IDENTIFICACAO CLASSE DE
PROTEINAS
Subunidadade B da Lectina-like

botrocetina

BpLec Lectina-tipo C
BpLec Lectina-tipo C
BpLec Lectina-tipo C

ID ACESSO

SLEB_BOTJA

LECG_BOTPA

LECG_BOTPA

BANCO DE
DADOS

SwissProt

SwissProt

SwissProt

BLAST ncbi
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12

22

24

1865,000

2288

2228

2287

2288,000

1533

764

2288

1241

NKEFCVEIVSYTGYR

SEWSDGSSVSYENVVER

WSDGSSVSYENVVER

SEWSDGSSVSYENVVER

WSDGSSVSYENVVE

SYGAYGCNCGVLGR

IFDEIK

WSDGSSVSYENVVER

DFSWEWTDR

Subunidadade a da

botrocetina

Subunidadade a da

botrocetina

Subunidadade a da

botrocetina

PLA; basica

BpLec

Subunidadade a da

botrocetina

Galatrox

Lectina-like

Lectina-like

Lectina-like

Fosfolipase A2

Lectina-tipo C

Lectina-like

Lectina-tipo C

P22029.2

P22029.2

P22029.2

PA2H1_BOTMO

LECG_BOTPA

P22029.2

PODM53.1

BLAST ncbi

BLAST ncbi

BLAST ncbhi

SwissProt

SwissProt

BLAST ncbi

BLAST ncbi
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FRACAO

P2igY

1,

2!

3!

24

5’

SPOT

[ON m/z

1131

1702
1929

764
1241
1622

1369
1622
1865
1241

1241
1623

1865

2288

PEPTIDEO

WWIIPCT

DFVSSLTS
DWSSYEGHCY

IFDEIK
DFSWEWTDR
EFCVELVSYTGYR

KDFSWEWTDR
EFCVEIVSYTGYR
NKEFCVEIVSYTGYR
DFSWEWTDR

DFSWEWTDR

EFCVEIVSYTGYR

NKEFCVEIVSYTGYR

SEWSDGSSVSYENVVER

IDENTIFICAGAO

Subunidadade (3 da
botrocetina

BpLec

BpLec

BpLec

Subunidadade a da

botrocetina

Lectina-like

Lectina-tipo C

Lectina-tipo C

Lectina-tipo C

Lectina-like

ID ACESSO

SLEB_BOTJA

LECG_BOTPA

LECG_BOTPA

LECG_BOTPA

P22029.2

BANCO DE
DADOS

SwissProt

SwissProt

SwissProt

SwissProt

BLAST ncbi
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12’

16’

19

2288

2288

1533

802

1901
764

1109

1623

1901
764

WSDGSSVSYENVVER

WSDGSSVSYENVVER

(YS) GAYGCNCGVIGR

AVAICIR

YGESPELAEYLSDYHK
IFDEIK

GDEYFYCR

EFCVEIVSYTGYR

YGESPEIAEYISDYHK
IFDEIK

Subunidadade a da

botrocetina

Subunidadade a da

botrocetina

PLA:

BpLec

MP_III3 SVMP

BJcuL

Lectina-like

Lectina-like

Fosfolipase A2

Lectina-tipo C

SVMP-PIII

Lectina-tipo C

P22029.2

P22029.2

PODI92.1

P86970.2

ADO21503.1

P83519.2

BLAST ncbi

BLAST ncbi

BLAST ncbhi

BLAST ncbhi

BLAST ncbi

BLAST ncbi
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/347602335?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=WMZXE74F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527504051?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=WN088EG9015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_308212500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308212500?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=WN0938RS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519668669?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=WN09S0YF014

Tabela 5 Proteinas identificadas comumente encontradas nas amostras ligantes da IgG sepharose e da IgY Sepharose.

IgG-Sepharose IgY-Sepharose Classe de Proteinas
ID spot ID spot
1 T Lectinas
2 2 Lectinas
3 3 Lectinas
4 4 Lectinas
5 5 Lectinas
6 6’ Lectinas
7 7 Lectinas

8 8’ Fosfolipase Az



4.9 Imunolocalizacédo de alvos no secretoma de células tumorais

A desregulacdo das MMPs esta ligada aos processos de
desenvolvimento de céancer, como neovascularizacdo tumoral, invasdo e
metastase (GOMIS-RUTH, 2010; VANDENBROUCKE; LIBERT, 2014).

O material secreta pelas células tumorais MACL-1 (linhagem primaria
de cancer de mama) foi observado em PAGE-SDS 12,5% (fig.29A) em
condi¢cBes nado redutoras em diferentes quantidades 1ug, 3ug, 5ug e 10ug. As
mesmas condi¢des foram utilizadas para verificar se o secretado apresentava
atividade proteolitica, e como podemos visualizar na fig.29B, proteinas

presentes no secretado apresentou atividade gelatinolitica.
P

|

180

™
LI
L4
_

66

't
.,,
“

"
sabid

!

t

Figura 29: Avaliacao do perfil eletroforético das proteinas secretadas pelas células
tumorais MACL-1 (A) e a avaliacdo da atividade gelatinolitica (B). (P) Padrédo de
massa molecular e secretoma das células tumorais, 1ug (1), 3ug (2), 5ug (3) e 10ug

4.

Em seguida foi avaliado se os anticorpos anti-BpMP- | apresentavam a
capacidade de reconhecer proteinas no secretado das células tumorais, e como
podemos visualizar na fig.30, os anticorpos IgG foram capazes de reconhecer
apenas a BpMP-I (controle positivo), em contrapartida os anticorpos IgY anti-

BpMP- | foram capazes de reconhecer proteinas presente entre os padrdes

52kDa e 76kDa.
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Figura 30 Perfil de reconhecimento de proteinas presentes no secretado de células tumorais
MACL-1 por anticorpos policlonais IgG anti-BpMP-I e IgY anti-BpMP-I em western blotting: (A)
PAGE-SDS (12,5%) em condi¢g6es nado redutoras, (B) Proteinas reconhecidas por IgG e (C)
Proteinas reconhecidas por IgYs. P: marcador de massa molecular (Amersham ECL Full-Range
Rainbow Molecular Weight Markers); 1. Secretado das células MACL-1; 2. BpMP-I.
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V.DISCUSSAO



As metaloproteases sao enzimas proteoliticas bastante difundidas nos
mais diversos organismos vivos e sua presenc¢a nas peconhas ofidicas pode
gerar seérias complicagcbes agravando o0 quadro sintomatoldégico do
envenenamento, o qual é representado por efeitos sistémicos (disturbios da
funcdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea, dentre outros) e danos teciduais
locais (hemorragias, inflamacao e necrose).

Os acidentes ofidicos passaram a ser considerados pela Organizacéo
Mundial da Saude integrantes do grupo de doencas tropicais negligenciaveis. As
serpentes chegam a causar anualmente 5 milhdes de vitimas, desses acidentes
125000 resultam em o6bito e 400000 vitimas ficam com sequelas gravissimas
(amputacdo), que levam a altos impactos psicoldgicos e socioeconémicos. O
tratamento com imunoglobulinas anti- peconhas (soro antiofidico) ¢ o Unico
tratamento aceito para 0s envenenamentos por serpentes (GUTIERREZ;
THEAKSTON; WARREL, 2006; HARRISON et al., 2009; WHO, 2007)

A soroterapia consiste na administracao parental de soros antiofidicos, os
quais séo preparacdes de imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas
capazes de reconhecer as toxinas da peconha e de neutralizar os seus efeitos
toxicos. O desenvolvimento destes soros envolve a imunizacdo de animais,
principalmente cavalos, com inoculacdo das peconhas para geracdo dos
anticorpos (CARDOSO et al., 2003; LEON et al., 2011) e, subsequentemente a
sangria desses animais para purificacdo das imunoglobulinas inteiras ou os
fragmentos F(ab')2 ou Fab (LALLOO, THEAKSTON, 2003; GUTIERREZ, LEON,
2009).

No processo de producdo dos soros antiofidicos, a capacidade das
peconhas em estimular respostas imunoldgicas no animal, € um quesito
importante a ser considerado para obtencdo de um melhor desempenho durante
as imunizacées (GUITERREZ, LEON, 2009). A geracéo da resposta imune pelas
peconhas de serpentes € dependente de varios fatores dentre eles as
caracteristicas fisico-quimicas individuais das toxinas, tais como a estrutura e
massa molecular; abundancia relativa na pegonha, a dose da mesma
administrada nas imunizacdes; e fatores relacionados ao animal imunizado que
determinam a capacidade do sistema imunoldgico do mesmo em reconhecer
cada toxina, como a via de administracdo, a genética individual e a capacidade
de processar as toxinas (SCHUNK, MACALLUM, 2005; LEON et al., 2011).
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Outros aspectos de extrema importancia para a producao dos antisoros sdo a
escolha das espécies de serpentes como candidatas para a producdo do soro
antiofidico, levando em consideracao a faixa de distribuicdo geografica dessas
espécies; a extensao geografica e a variacdo ontogenética da peconha dessas
espécies em toda a sua area de distribuicdo, dentre outros fatores (GUTIERREZ
et al, 2009).

A aplicacdo de técnicas protebmicas para analisar a capacidade de
reconhecimento dos soros antiofidicos comerciais e a identificacdo das principais
moléculas reconhecidas pelo soro, processo determinado como antivendmica,
tem sido explorada com a finalidade de avaliar detalhadamente a eficacia dos
antivenenos comerciais ou aqueles que ainda estdo em testes pré-clinicos
(GUTIERREZ et al., 2008; LOMONTE et al., 2008; CALVETE et al., 2009;
CALVETE et al., 2011). Utilizando dessa abordagem, Antinez e colaboradores
(2010) mostraram que algumas proteinas das peconhas de serpentes viperideas
nao foram reconhecidas ou mesmo imunodepletadas (formar conjugados toxina
e anticorpo e assim ser retirados por centrifugacdo) pelo soro antiofidico
comercial, como as fosfolipases Az, as CRISPs (proteinas secretorias ricas em
cisteinas), serinoproteases, lectinas do tipo C ou mesmo as semelhantes a
Lectinas (Lectinas-Like), e por fim, as metaloproteinases da classe Pl. Outros
estudos vieram a corroborar com os perfis de reconhecimento e nao
reconhecimento de diferentes soros antiofidicos comerciais (PLA; GUTIERREZ;
CALVETE, 2012; SOUSA et al.,, 2013) e mostraram a necessidade de novas
pesquisas que devem ser geradas para avaliar os grupos de proteinas nao
reconhecidas e assim buscar formas de sanar esses problemas.

Dessa forma, por apresentar alto rendimento de purificagéo, cerca de 2% da
peconha de B. pauloensis, a metaloprotease BpMP-I (Naves de Souza e
colaboradores, 2012) foi utilizada nesse estudo como um antigeno para a
producdo de anticorpos policlonais anti-metaloprotease (IgG e IgY) em
camundongos e galinhas, respectivamente para se avaliar a sua capacidade de
producdo e de reconhecimento de outras proteinas presentes em peconhas
botrépicas e crotélicas, aléem de analisar a producéo e purificacdo de anticorpos
atraves das galinhas, reduzindo a necessidade de causar a sangria em cavalos.

Inicialmente, procedeu-se a obtencdo da toxina BpMP-I utilizando o

mesmo protocolo pré-estabelecido por Naves de Souza e colaboradores (2012).
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ApOs os dois passos cromatograficos, troca idnica (fig.12A) combinada com uma
gel filtracdo (fig.12C), a BpMP-I foi obtida com alto grau de pureza (fig.12D)
sendo sua homogeneidade confirmadas por cromatografia em fase reversa
(dados nao apresentados) e PAGE-SDS 12,5%. A proteina apresentou cadeia
polipeptidica unica com massa molecular de aproximadamente 25kDa quando
analisada em PAGE SDS 12,5% na presenca de agente redutor (fig.12D). A
BpMP-I € uma metaloprotease da classe Pl, capaz de hidrolisar diferentes
substratos tais como a azocaseina e as cadeias aA e BB do fibrinogénio, nédo
induz hemorragia e apresenta alta recuperacao durante a purificagdo (NAVES
DE SOUZA et al., 2012).

As metaloproteases de peconha de serpente podem chegar a representar
mais de 30% do total das peconhas viperideas e sdo uma das principais toxinas
responsaveis por causar alteragdes no sistema hemostatico, além da hemorragia
local e sistémica (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; FOX; SERRANO, 2008;
WAGSTAFF et al., 2009; SOUSA et al., 2013; GONCALVES-MACHADO et al.,
2015). A andlise protebmica da peconha de B. pauloensis mostrou que as
metaloproteases representam 38,1% das proteinas identificadas, e que destas
12,2 % pertenciam a classe Pl e 25,9% a classe PIIl (RODRIGUES et al., 2012).
O nosso grupo de estudo conseguiu isolar desta peconha apenas trés
metaloproteases, a saber: BpMP-I (NAVES DE SOUZA et al., 2012) e BpMP-ll
(ACHE et al., 2014), ambas da classe Pl e a Bothropoidina (GOMES et al., 2015)
da classe Plll, uma metaloprotease altamente hemorragica.

ApoOs a verificacdo de homogeneidade da BpMP-I iniciaram-se 0s
processos de imunizacfes dos animais, camundongos e galinhas, seguindo
protocolos usuais da producdo de soros comerciais. O procedimento foi
monitorado semanalmente e verificou-se que o indice de reconhecimento do
soro total da terceira semana (21° dia) dos camundongos da linhagem Balb-c
apresentou IE=5,9 (fig.13A), em contrapartida no mesmo periodo de imunizacéo
as galinhas da raca White Leghorn apresentaram IE de 28,8 (fig.15A) indicando
que a BpMP-I é mais imunogénica para aves. Os anticorpos produzidos pelas
galinhas comecaram a ser detectados nas gemas, ou seja, transferidos, a partir
da quinta semana (35° dia) posterior a primeira imunizacgao, e o IE (5,3)
ficou proximo ao apresentado pelos camundongos na 32 semana (fig.15A e

fig.15C). Iniciada a transferéncia das IgY para as gemas, 0s ovos das semanas
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posteriores a essa deteccao foram coletados e agrupados, na ultima semana
(63° dia) o IE chegou a 20,03, mostrando alto reconhecimento dos anticorpos
IgY anti-BpMP-I contra o antigeno (fig.15C). Araujo e colaboradores (2010),
assim como o grupo de Andrade (2013), apresentaram em seus estudos que a
transferéncia dos anticorpos contra serpentes botrépicas, para a gema,
iniciavam a partir do 35° dia apds a primeira imunizagao.

Os ovos de galinhas sdo componentes comuns da nossa dieta e, portanto,
toleradas pelo nosso sistema imune. Eles contém todos os nutrientes e fatores
necessarios para o desenvolvimento do embrido, incluindo os anticorpos que séo
transferidos do sangue das aves para as gemas do ovo (YEGANI; KORVER,
2010). A producdo de anticorpos em galinhas e a extracdo especifica de
anticorpos das gemas (IgY) tem atraido cada vez mais a comunidade cientifica
como demonstrado no extenso crescimento literario que aborda as IgYs
(SPILLNER et al.,, 2012). Os ovos representam uma fonte de obtencdo
alternativa de anticorpos para substituir os mamiferos utilizados nas producdes
em grande escala de soroterapia. Este ndo é apenas um processo caro, mas
também est4d associado com o sofrimento e os efeitos colaterais severos
causados aos cavalos imunizados (TIZARD, 2002; SPILLNER et al., 2012;
DUBIE et al., 2015). Uma galinha pode produzir cerca 200mg de imunoglobulinas
IgY / Kg / més presentes na gema, em comparacdo com 10 mg IgG / kg / més
obtidos de cavalo imunizado (TALLEY; CARROLL, 1990; MOUSSA et al., 2012).

O perfil eletroforético dos anticorpos purificados e de suas etapas de
purificagéo (fig.14 e fig.16) foi visualizado em PAGE-SDS 12,5% em condi¢des
redutoras. Os anticorpos purificados IgG e IgY apresentavam apenas as cadeias
pesadas e cadeias leves (fig.14B e fig.16B), a partir desses resultados,
podemos certificar a alta homogeneidade dos anticorpos produzidos no presente
trabalho.

Anticorpos produzidos a partir de determinadas peconhas ofidicas podem
agir cruzadamente com toxinas presentes em espécies, géneros e familias
diferentes das utilizadas na producéo destes anticorpos (LIPPS & KHAN 2000).
O anticorpo monoclonal anti-jararagina, especifico para a regido C-terminal do
dominio desintegrina-Like de uma metaloprotease (Jararagina) da peconha de
B. jararaca foi capaz de reagir contra duas peconhas das familia Colubridae
(TANJONI e colaboradores 2003). BEGHINI e colaboradores (2005)
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confirmaram a habilidade de anti-soros produzidos em coelhos contra a crotoxina
de Crotallus durissus cascavella em reconhecer a crotoxina de C. d. terrificus e
BthTX-I de B. jararacussu. Denegri e colaboradores (2014) mostraram a
capacidade de neutralizacdo dos anticorpos anti-PLA2 produzidos em coelhos
capazes de neutralizar as atividades farmacolégicas causadas pela peconha de
B. alternatus.

Os anticorpos purificados (IgG e IgY anti- BpMP-I) foram testados para
verificar sua capacidade de reconhecimento frente as toxinas isoladas, peconhas
botrépicas e crotalicas. A partir dos dados obtidos, verificou-se que os anticorpos
sdo especificos para a metaloprotease BpMP-I, pois ao testar a capacidade
reativa dos anticorpos frente a BnSP-7 (fosfolipase A2) os indices de
reconhecimento ficaram abaixo de 1,2 (fig.17). Os dados de reatividade cruzada
apresentados para a peconha de Crotalus durissus collilineatus também foram
semelhantes aos da BnSP-7, uma vez que aproximadamente 80% da pegonha
crotalica é constituida por fosfolipases A2 (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

Ao testar a reatividade dos anticorpos IgG e IgY contra a BpMP-I, os
indices ELISA ficaram em média 34,7 e 47,71, respectivamente, sendo que o
reconhecimento da IgY foi significativamente maior, provavelmente porque
diferentes epitopos da BpMP-I podem ser reconhecidos por esses anticorpos.
Ao analisar o reconhecimento da IgG anti-BpMP-I contra diferentes peconhas
botrépicas, o IE das peconhas de B. pauloensis, B. diporus e B. jararaca,
apresentaram-se altos, enquanto que para a IgY anti-BpMP-I apenas a pe¢gonha
de B. diporus apresentou alto IE, semelhante ao da BpMP-I. Certamente durante
a selecao dos epitopos, para a producédo de anticorpos nos animais, diferentes
regiBes foram favorecidas. E possivel que as regides das proteinas reconhecidas
pelos anticorpos IgG anti-BpMP-I sejam semelhantes aos encontrados na BpMP-
[, enquanto que as reconhecidas pela IgY venham a ter baixa similaridade.

As analises de reatividade cruzada utilizando a técnica de western blotting
demonstraram que os anticorpos IgG e IgY apresentaram um perfil de
reconhecimento diferenciado frente as diversas peconhas preparadas em
condi¢cbes redutoras e nao redutoras (fig.18 a fig.19). Ao realizar o western
blotting com amostras em condi¢cdes n&o redutoras a resposta apresentada foi
singular (fig.19 e fig.21), os anticorpos IgG e IgY anti-BpMP-I foram capazes de

reconhecer proteinas presentes entre 52kDa e 150kDa, além daquelas
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presentes na faixa entre 17kDa e 20kDa. A condicao n&o redutora provavelmente
conservou melhor a estrutura tridimensional das proteinas, favorecendo um
melhor reconhecimento de epitopos semelhantes a BpMP-l presentes em
componentes das diferentes peconhas. O reconhecimento de diferentes
proteinas na peconha de B. pauloensis pelos dois tipos de anticorpos (fig.18 e
fig.19) foram notoriamente distintos, e esses dados corroboraram com a
diferenca de IE entre a lgG e IgY para a mesma peconha. Outro dado importante
gue corroborou com os dados do ELISA, foi o ndo reconhecimento de nenhuma

proteina presente na peconha de C. durrisus collilineatus.

Os anticorpos policlonais IgG e IgY anti-BpMP-I, provavelmente foram
capazes de reconhecer proteinas como HF3 (SILVA et al, 2004), Jararagina
(PAINE et al., 2003) e Botropasina (ASSAKURA et al, 2003) metaloproteases da
classe PIIl da peconha de B. jararaca que apresentam massa molecular entre
47kDa a 70kDa e similaridade com dominio metaloproteaes da BpMP-I, assim
como as metaloproteases da classe PI, Botrojaractivase (BERGE; PINTO;
GUIMARAES, 2008) e BJ-PI (OLIVEIRA et al, 2009), ambas da mesma peconha
(tabela 2). Além dessas proteinas o0s anticorpos reconheceram as
metaloproteases ja caracterizadas da peconha de B. pauloensis, a Botropoidina
(GOMES et al., 2015) e a BpMP-II (ACHE et al, 2014) (tabela 2).

Os diferentes trabalhos antivenbmicos apresentados na literatura
(CALVETE et al., 2009; CALVETE, 2010; PLA; GUTIERREZ; CALVETE, 2012)
mostraram que o0s soros antiofidicos comerciais ndo eram capazes de
reconhecer ou depletar as metaloproteases da classe Pl. Como demonstrado
por Antinez e colaboradores (2010) as metaloproteases da classe Pl foram
pouco imunodepletadas e ndo eram reconhecidas por western blotting enquanto
que as PIIl eram praticamente depletadas. Os mesmos autores sugeriram que
as proteinas dessa classe deveriam ser adicionadas as solu¢des de preparo para
as imunizagdes na produc¢ao dos anticorpos comerciais. Sousa e colaboradores
(2013) mostraram que o soro antiofidico botrépico produzido pelo Instituto
Butantan apresentava baixo reconhecimento para as metaloproteases da classe
Pl, sugerindo que estas proteinas tivessem baixa imunogenicidade ou até
mesmo que o dominio catalitico das PIlll seja mais imunogénico, ressaltando

ainda que as SVMP-PI ndo devam ser negligenciadas, pois as mesmas podem
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atuar na ativacao dos fatores de coagulacéo e nas reacgdes locais causadas no
acidente ofidico (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; MODESTO et al., 2005;
SOUSA et al., 2013).

O potencial inibitério dos anticorpos anti-BpMP-I foi avaliado frente as
atividades azocaseinolitica e hemorragica. A hemorragia € uma das atividades
biolégicas mais proeminentes das SVMPs capaz de gerar danos sistémicos e
teciduais locais durante o envenenamento ofidico. A inibicdo da atividade
proteolitica da BpMP-lI sobre a azocaseina foi mensurada com diferentes
proporcdes da toxina e anticorpos. Nas propor¢cfes 1:1 (toxina: anticorpos,
HM/uUM) os anticorpos ja foram capazes de neutralizar a atividade proteolitica da
metaloprotease. No entanto, somente na concentragdo 1:5 (uM: pM) houve
diferenca significativa entre a capacidade neutralizantes dos anticorpos IgG anti-
BpMP-I e IgY anti-BpMP-I. A média de neutralizacdo da atividade proteolitica das
IgG anti-BpMP-I chegou a cerca de 85%, enquanto que as IgY neutralizaram
aproximadamente 60% (fig.22). Provavelmente a capacidade de neutralizagao
das IgGs apresente maior do que as IgYs por reconhecerem com maior
especificidade epitopos necessarios para a catalise dessas proteinas. Alguns
anticorpos sdo especificos para determinadas regiées, o MAJar 3, anticorpo
monoclonal capaz de reconhecer epitopo do dominio semelhante a desintegrina
e assim bloquear a capacidade desse dominio de se ligar ao colageno, alterando
a atividade da jararagina (TANJONI et al., 2003).

Os anticorpos anti-BpMP-I também foram capazes de neutralizar a
atividade hemorragica induzida pela peconha de B. pauloensis (fig.23). As IgGs
e IgYs puderam neutralizar 100% da atividade hemorragica induzida pela
peconha na proporcdo 1:50 (peconha:anticorpos, m/m) (fig.24) sugerindo que
as imunoglobulinas testadas sdo capazes de reconhecer e de se ligarem a
epitopos necessarios para o desencadeamento da atividade hemorragica.
Semelhantemente, Rodrigues e colaboradores (2001) demonstraram que
anticorpos produzidos em coelho anti-Neuwiedase, uma metaloprotease da
classe Pl isolada da peconha de B. neuwiedi foram capazes de neutralizar 100%
a atividade hemorragica causada pela peconha B. neuwiedi na mesma
proporcao de 1:50 (peconha:anticorpos, m/m). Os anticorpos policlonais anti-
peconha bruta de Daboia russelii foram capazes de neutralizar a atividade
hemorragica causada pela mesma peconha (KRISHNAN et al, 2015).
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Cardoso (2008) construiu uma biblioteca de fragmentos de anticorpos
recombinantes derivados de galinhas imunizadas com peconha bruta de
Bothrops pauloensis. A biblioteca foi utilizada para selecionar fagos expressando
fragmentos de anticorpos denominados scFvs ligantes das toxinas presentes na
peconha. Estes fragmentos também foram utilizados para inibir diversas
atividades toxicas causadas pela peconha de B. pauloensis. Por meio de ensaios
biolégicos e enziméticos, constatou-se a capacidade de uma das moléculas de
scFv em inibir as acbes hemorragica e fibrionogenolitica da peconha bruta e da
neuwiedase isolada da peconha de B. neuwiedi. Este trabalho foi Gtil para
demonstrar o potencial das bibliotecas recombinantes de scFv na busca por
anticorpos neutralizantes de relevantes toxinas animais, criando uma
possibilidade na obtencéo de anti-venenos ofidicos, sem utilizacdo de animais
como fonte de imunoglobulinas.

A antigenicidade cruzada entre componentes de peconhas botrépicas
foi inicialmente demonstrada por MOURA DA SILVA et al. (1990), por meio da
técnica de Western Blot, sugerindo a existéncia de epitopos compartilhados
nestas peconhas. Provavelmente, os epitopos comuns decorrem do elevado
grau de similaridades estruturais observadas entre as toxinas. As fosfolipases
A2, por exemplo, apresentam poucas variacdes de residuos de aminoacidos
entre as diferentes espécies botropicas (NUNEZ, et al. 2004). O mesmo fato
ocorre em relacdo as metaloproteases (HARRISON 2003). Em vista disso, no
presente estudo foi avaliado as semelhancas estruturais entre a BpMP-I e
diferentes metaloproteases ja isoladas das peconhas botrépicas avaliadas no
presente estudo, cujas sequencias estdo depositadas em banco de dados
(Tabela 2).

Os anticorpos IgG e IgY foram acoplados independentemente a uma
coluna de afinidade utilizando uma resina CNBr Sepharose ativada. Tais colunas
foram utilizadas para isolar componentes da peconha de B. pauloensis que
interagiram com 0s anticorpos anti-BpPMP-I para sua posterior identificacéo por
meio de ensaios de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas por
Maldi/TOF/TOF. As colunas de afinidade IgG Sepharose e IgY Sepharose
capazes de reter 8,5% e 10,4% das proteinas da peconha total de B. pauloensis,
respectivamente (tabela 3). As fracOes ligantes, denominadas P2IgG e P2IgY

foram analisadas em géis bidimensionais e para cada amostra foram realizadas
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triplicatas dos géis (fig.26 e fig.27). As combinagdes ou “match” resultaram em
20 proteinas ligantes da fracdo P2IgY e 23 proteinas ligantes de P2IgG. Em
seguida, as amostras foram selecionadas para andlise por espectrometria de
massas em sistema Maldi/TOF/TOF. Como observado na tabela 5, onze
proteinas provenientes da frac&o ligante da IgG Sepharose e onze proteinas da
IgY Sepharose foram identificadas (fig.28). Dentre as proteinas identificadas da
fracdo P2IgG, dez deram similaridade a lectinas e/ou lectinas-‘like’ e 1 fosfolipase
A2 bésica (tabela 4 e fig.28A). E possivel que as lectinas e lectinas-like
identificadas nos géis bidimensionais sejam dominios estruturais que estdo
presentes nas metaloproteases da classe Pllld (FOX; SERRANO, 2008), uma
vez que foram identificadas proteinas como massa molecular acima de 50kDa
no ensaio de western blotting em condic&o ndo redutora. A identificacdo de uma
fosfolipase Az presente no spot 8 seja provavelmente proveniente de interagdes
inespecificas entre os anticorpos anti-BpMP-1 acoplados a coluna de afinidade e
a PLA2 considerando que tais anticorpos néo foram capazes de reconhecer esse
grupo de proteinas como mostrado no teste ELISA e pelo western blotting
(fig.17, fig.18 e fig.19).

A andlise da fracdo P2IgY resultou na identificagdo de nove proteinas
similares a lectina e/ou lectina-‘like’, uma fosfolipase Az, resultados semelhantes
aos dados obtidos pela analise dos ligantes da IgG-Sepharose, e por fim, uma
metaloprotease da classe PIll (tabela 4 e fig.28B). Os resultados das analises
de espectrometria de massas confirmam que os anticorpos anti-BpMP-I s&o
capazes de reconhecer as diferentes SVMPs, no entanto dada limitacdo de
obtencéo de sinais de amostras no espectrdmetro de massas alguns spots néo
foram identificados. A imunorreatividade existente entre os soros antiofidicos
polivalente e diferentes pegonhas foi investigada por diferentes trabalhos
antivendmicos. Os soros antiofidicos tém baixa capacidade de imunodepletar
metaloproteases da classe PI, juntamente com outras proteinas de baixa massa
molecular (GUTIERREZ et al., 2014). Esses trabalhos reforcam a importancia e
necessidade da enriquecer o soro antiofidico ou mesmo modificar os protocolos
de imunizacdo e adicionar essas proteinas com modificacbes que as tornem
mais imunogénicas.

As metaloproteases das peconhas de serpentes apresentam dominio

catalitico semelhante ao das matrixinas e outras metaloproteases do grupo das
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reprolisinas (GOMIS-RUTH, 2009; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2014). E
por causa dessa similaridade, buscamos verificar a deteccdo de
metaloproteases em grupo de proteinas secretadas pelas células tumorais.
Algumas matrixinas estao relacionadas com quadros patoldgicos, dentre eles a
progressao do tumor (EGEBEAD; WERB, 2002; GONG; CHIPPADA-VENKATA;
OH, 2014).

Diferentes microambientes assim como a producao de fatores tumorais
podem contribuir para a progressdo metastatica (TALMADGE; FIDLER, 2010;
VANHARANTA; MASSAGUE, 2013), e uma das principais causas envolvidas
nesse processo sao as metaloproteinases, incluindo a MMP2 que € uma proteina
de 72 kDa integrante da subfamilia das gelatinases capaz de degradar o
colageno presente na membrana basal (POLETTE et al, 1994; BATES et al.,
2014). As MMP2 sao altamente expressas numa variedade de tecidos malignos,
em comparacdo com tecidos normais, tais como em cancer de mama, colon,
estomacal e pulmonar (PACHECO et al., 1998; MURASHIGE et al., 1996;
NOMURA et al., 1996; BATES et al., 2014).

Com o intuito de identificar metaloproteases no secretado das células
tumorais primarias (MACL-1) inicialmente foram realizados ensaios de
zimogramas para verificar a presenca de atividade gelatinolitica, capacidade
verificada pela MMP-2 e MMP-9 (SILVA et al., 2014). Proteinas do secretado
foram capazes de degradar a gelatina presente no gel (fig.29), baseada na
migracao eletroforética pode ser uma MMP2, que apresenta massa molecular de
72kDa.

Os anticorpos anti- BpMP-I foram capazes de reconhecer proteinas
presentes no secretado das células tumorais. Os anticorpos IgY anti-BpMP-I,
(fig.30C) reconheceram proteinas do secretado com faixa de massa molecular
semelhante as proteinas que apresentaram atividade gelatinolitica, no entanto
as IgGs nao foram capazes de reconhecer nenhuma proteina.

Atividade das MMPs é equilibradamente regulada e alteragcbes em sua
acdo podem gerar disturbios com efeitos drasticos. Por conseguinte, a regulacéo
da atividade das MMPs tem fundamental papel e esta correlacionada com varias
doencas, tornando-as atrativos alvos terapéuticos (ROOSMARIJN;
VANDENBROUCKE; LIBERT, 2014). Afim de compreender o papel exercido por

essas proteinas tanto em organismos saudaveis quanto em doentes, €
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necessario o desenvolvimento de ferramentas que possam avaliar a atividade e
expressdo das MMPs em diferentes fases da doenca (IYER et al., 2012). As
pesquisas tém se concentrado em analisar a MMP-2 e MMP-9, ndo por serem
as mais importantes, mas principalmente pela falta de anticorpos especificos
para MMPs e a facilidade de detectar sua atividade por zimografia (LINDSEY;
ZAMILPA, 2012; ROOSMARIJN; VANDENBROUCKE; LIBERT, 2014).

Nossos resultados demonstraram que o0s anticorpos policlonais
especificos anti-BpMP-lI produzidos em camundongos e galinhas foram
eficientes em reconhecer metaloproteases e fragmentos das mesmas em
peconhas botrdpicas (imunorreatividade cruzada), bem como apresentaram um
potencial inibitério significativo sobre a acdo enzimatica e o efeito hemorragico
induzido por metaloproteases hemorragicas. Adicionalmente, tais anticorpos se
mostraram ser excelentes ferramentas moleculares na identificacdo de outras
metaloproteases presentes em outras secrec¢des bioldgicas. Estudos como este
podem abrir perspectivas para resolugdes na atual imunoterapia dos acidentes
ofidicos, de modo a construir modelos de anticorpos candidatos a inclusao dos
soros antiofidicos, elevando-se a eficiéncia destes soros na reducéo ou anulacéo
dos efeitos locais induzidos pela peconha. Além disso, pesquisas envolvendo a
utiizacdo de anticorpos policlonais especificos podem ser (teis na
bioprospeccdo de mimetopos de peptideos de toxinas relacionados ao
envenemamento ofidico ou de toxinas/proteinas associadas a outras patologias
como o cancer e doencgas degenerativas nas quais metaloproteases endégenas

possam estar envolvidas.
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VI. CONCLUSAO



A partir do presente trabalho, conseguimos verificar que a BpMP-I foi
capaz de induzir a sintese de anticorpos nos camundongos e nas galinhas da
raca White Leghorn. Apés o isolamento dos anticorpos anti-BpMP-I (IgG e IgY),
averiguamos que 0s mesmos eram capazes de reconhecer em diferentes graus
proteinas presentes nas pec¢onhas botrdpicas que fossem semelhantes a BpMP-
I, constatado a alta similaridade das proteinas da classe das metaloproteases.
Os anticorpos se mostraram 6timos inibidores da atividade proteolitica da BpMP-
| sobre a azocaseina e também foram capazes de neutralizar totalmente a
atividade hemorragica causada pela peconha bruta de B. pauloensis,
apresentando uma promissora aplicacao terapéutica contra acidentes ofidicos.
Verificamos também a capacidade de reconhecimento desses anticorpos ao
acopla-los em resinas cromatograficas, mostrando que € possivel utiliza-los na
purificacdo de proteinas da classe das metaloproteases. Adicionalmente, esses
anticorpos se mostraram ser excelentes ferramentas moleculares no
reconhecimento de outras metaloproteases presentes em outras secrec¢des

biolégicas.
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