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RESUMO

Neuwiedase (Neu) &€ uma metaloproteinase fracamente hemorragica
componente da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis (jararaca pintada). No
presente trabalho, utilizou-se um soro de anticorpos policlonais contra Neu,
capazes de neutralizar os efeitos hemorragicos da pegonha bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis. Estes anticorpos foram utilizados para selecionar peptideos
imunorretivos de uma biblioteca de peptideos sintéticos com 12 aminoacidos,
expressos na superficie do capsideo viral de bacteriéfagos (“E‘Dhage display”). O
processo consiste basicamente em varios ciclos de selegao (“Biopanning”). Apos
trés ciclos de “Biopanning” foram obtidos 86 clones de fagos, destes 53 foram
seqiienciados, resultando em 48 seqiiéncias peptidicas diferentes. No total, 35
destas sequéncias apresentaram imunorreatividade positiva através do ensaio de
“Colony Blotting”, onde foram utilizados os anticorpos policlonais anti-Neuwiedase.
Provavelmente, n&o foi possivel determinar todos os epitopos da toxina, porém, o
sitio 40NTVNGFFRSMNS1 da Neu foi o local onde houve o maior nimero de
alinhamentos, indicando este sitio como um provavel epitopo. Os motivos NLGM e
KYN presentes na Neu e nos clones Bn13 e Bn22, respectivamente, ocorrem
também nas metaloproteinases nao hemorragicas LHF-II, fibrolase e lebetase da
peconha da serpente Lachesis muta muta e ACLPREF de Agkistrodon contortrix
laticinctus, Adamalysina-ll de Crotalus adamanteus, Atroxase, Atrolysina-C e Ht-b
de C. atrox. Estes motivos também estdo presentes nas metaloproteinases
hemorrégicasr BOJUMET |, BOJUMET Il e BOJUMET Il de Bothrops jararacugu,
além da toxina ativadora de protrombina Berythractivase de Bothrops
erythromelas. A toxina Bap 1 de Bothrops asper possui os motivos TKYN e
NXXFRS comuns com a Neu e os peptideos Bn 22 e Bn 13 respectivamente.
Estes peptideos selecionados podem apresentar um potencial uso na producéo de
soro antiofidico ou até mesmo como antigenos vacinais. Para esta finalidade,

estes clones serdo testados muito em breve quanto a sua imunogenicidade in

vivo.
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ABSTRACT

Neuwiedase (Neu) is a weakly bleeding metalloproteinase, component of
the Bothrops neuwiedi pauloensis venom. On the present work, it was used
polyclonal antibodies against Neu, capable of neutralizing the bleeding effects of
the brute venom of Bothrops neuwiedi pauloensis. These antibodies were used to
select immonureactive peptides by the “Phage Display” technology. This technique
basically consists in many peptide selection cycles (“Biopanning”) of 12 aminoacid
synthesized peptides from a library, expressed on the surface of bacteriophage
viral capsides. After three “Biopanning” cycles, 86 phage clones were obtained, 53
of them were sequenced, resulting in 48 different peptide sequences. On total, 40
of these sequences presented positive immunoreactivity through the “Colony
Blotting” assay, from where it was used the anti-Neuwiedase policlonal antibodies.
Probably, it was not possible to determine all the toxin epitopes, however, the Neu
40NTVNGFFRSMNS1 site was the place where there was the highest alignment
numbers, indicating this site as a probable epitope. The NLGM and KYN motifs
present on Neu and on the Bn13 and Bn22 clones, respectively, also occur on the
non-bleeding metaloproteinases LHF-Il, fibrolase e lebetase on the venom of
Lachesis muta muta and ACLPREF of Agkistrodon contortrix laticinctus,
Adamalysina-li of Crotalus adamanteus, Atroxase, Atrolysina-C e Ht-b of C. atrox.
These motifs are also present on the bleeding metaloproteinases BOJUMET |,
BOJUMET Il and BOJUMET il of Bothrops jararacugu, besides the protrombine
activating toxine Berythractivase of Bothrops erythromelas. The Bap 1 toxin of
Bothrops asper has the TKYN and NXXFRS motifs, in common with Neu and the
Bn 22 e Bn 13 peptides, respectively. These selected peptides can present a
potential use on the antivenoms production, or even as vaccinal antigens. To this

use, these clones are going to be tested very soon to their immunogenicity in vivo.



INTRODUGAO GERAL

Ofidismo

O ofidismo representa um problema de saude publica, nos paises em
desenvolvimento, em virtude de sua grande frequéncia, gravidade e sequelas
deixadas nos acidentados (SOERENSEN, 1990). Das 69 espécies peconhentas
existentes no Brasil, 32 pertencem ao género Bothrops (representado pelas
jararacas), seis ao género Crofalus (cascaveéis), duas ao género Lachesis
(surucucus) e 29 ao género Micrurus (corais), sendo que a maior incidéncia de
acidentes ¢ atribuida ao género Bothrops (87,5%), seguida pelos géneros
Crotalus (8,5%), Lachesis (3,2%) e Micrurus (0,8%) (RIBEIRO et al., 1993);
resultando em um alto indice de acidentes ofidicos, que ocorrem principalmente
na area rural e na periferia dos grandes centros (20.000 casos/ano). Casos de
ofidismos provocados pelas serpentes do género Bothrops ndo apresentam uma
alta letalidade (0,31%), porém devido a alta incidéncia, sdo considerados de
grande importancia epidemiologica no pais (FUNASA, 1999).

Em medicina veterinaria, no Brasil, os dados estatisticos de acidentes com
ofidios relacionados ao género envolvido ndo sdo precisos. Acredita-se que a
distribuicdo dos géneros envolvidos nesses acidentes seja semelhante aos dados
humanos (FONTEQUE et al.,, 2001). Os acidentes ocorrem geralmente em locais
onde existem muitos roedores, por acumulo de lixo ou por armazenamento de
graos, onde o ofidio vai buscar seu alimento; ou quando os animais domésticos
invadem o habitat natural das serpentes, que ao serem molestadas atacam,
normalmente em locais de vegetagdo alta e a noite, quando se alimentam. Em
campos de cultura (arrozais, cafezais etc.) e locais onde ha desequilibrio
ecologico, a auséncia de predadores promove um aumento na populagdo ofidica
e, conseqiientemente, um aumento de acidentes (BOFF, MARQUES, 1996).
Grandes perdas econdmicas ocorrem devido a morte de animais de rebanho,
vitimas de envenenamento por ofideos, pois o tratamento destes animais é

economicamente inviavel devido ao elevado prego do soro antiofidico.



Distribuigdo geografica das serpentes Bothrops neuwiedi

Dentre as 32 espécies de Bothrops encontradas no Brasil a B. neuwiedi €
constituida por 12 subespécies, segundo padrées de coloragdo e areas de
ocorréncia: B. neuwiedi neuwiedi (Bahia), B. neuwiedi bolivianus (Bolivia e Oeste
do Mato Grosso), B. neuwiedi diporus (Argentina, Leste do Paraguai, Mato Grosso
do Sul e Parand), B. neuwiedi goyazensis (Goias e Distrito Federal), B. neuwiedi
jutzi (Bahia, ao longo do Rio Sao Francisco), B. neuwiedi mattogrossensis (Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, além de uma populagéo isolada na regido
de Humaita, AM), B. neuwiedi meridionalis (Rio de Janeiro e Espirito Santo), B.
neuwiedi paranaensis (Parand, Sul e Sudoeste de Sdo Paulo), B. neuwiedi
pauloensis (cerrados do Estado de Sao Paulo, Sul de Goias e Triangulo Mineiro),
B. neuwiedi pubescens (Rio Grande do Sul e Uruguai) e B. neuwiedi urutu (Minas
Gerais e Leste de Sdo Paulo) (CAMPBELL, LAMAR, 1989).

Alteragoes clinicas do envenenamento

O envenenamento botropico é caracterizado por uma série de alteragdes
patologicas que podem ser divididas didaticamente em duas formas clinicas:
sistémica e local (Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por Animais
Pegonhentos, 1999). As principais alteragfes sistémicas s&o representadas por
distarbios na hemostasia, os quais compreendem alteracdes na agregagao
plaquetaria, disturbios na coagulagdo e deplegdo do fibrinogénio (HATI et al.,
1999). Além disto pode ocorrer sudorese, hipertensio arterial e hipotermia. No
local da picada ocorre dor, edema persistente de grau variavel, geraimente de
instalacdo precoce € carater progressivo. £ comum o surgimento de equimoses e
hemorragias, além da instalagéo de bolhas durante a evolugdo do quadro clinico,
podendo estas se associar a necrose (CARDOSO, 1997). Os fatores
determinantes da gravidade dos efeitos locais sdo a quantidade de veneno
inoculada, o tempo entre a picada e 0 inicio da soroterapia, peso e idade do
acidentado, regido anatdmica onde ocofreu a picada e uso ou nao de torniquete
(FRANGA, 1997).



Alguns componentes do veneno

Um tipico veneno de serpente pode conter varias centenas de proteinas as
quais devem ser compreendidas para o bom entendimento dos complexos
mecanismos patolégicos envolvidos no envenenamento e na produgdo de
anticorpos com boa especificidade para a produgdo de soro antiofidico
(MENEZES, 2002). Além disto, a complexidade e variedade dos alvos com os
quais as toxinas do veneno interagem especificamente, fazem delas importantes

candidatas para o desenvolvimento de drogas e outras ferramentas bioldgicas.

As propriedades mais relevantes das pegonhas de serpentes sdo devidas
principalmente a duas classes de enzimas: as proteases (serinoproteases e
metaloproteinases) e as fosfolipases A;, que desencadeiam uma série de
alteragbes patologicas onde se destacam os efeitos sobre a hemostasia,
mionecrose e edema. Fosfolipases A; (PLA;) sdo enzimas lipoliticas que clivam
especificamente a ligagio sn-2-acyl dos fosfolipideos de membrana para produzir
quantidades equimolares de lisofosfatideos e acidos graxos livres, principalmente
o acido araquidonico. Estes produtos entdo se tormam disponiveis para a
conversdo em potentes mediadores proinflamatérios, como o fator ativador de
plaquetas e os eicosanodides (DENNIS, 1978; CHANG et al., 1987).

A maior parte das serinoproteinases encontradas no veneno botrépico
possuem atividade tipo trombina (“thrombin like") (KAMIGUTI, SANO-MARTINS,
1995). A convers&o do fibrinogénio em coagulos de fibrina pela agéo da trombina
é o evento central na coagulacao sanguinea. O fibrinogénio & uma glicoproteina
plasmatica solGvel, formada por trés pares de cadeias ndo idénticas A-q, BB ey,
com massas moleculares de 63.500, 56.000 e 47.000 Da, respectivamente
(MARKLAND, 1998).

A converséo do fibrinogénio em coagulo de fibrina pode ser dividida em
trés etapas: a primeira etapa consiste na proteolise do fibrinogénio, que ocorre por
meio da hidrolise das cadeias A-a e B-f resultando na liberagdo de pequenos
fragmentos denominados fibrinopeptideos A e B, respectivamente. Em seguida
ocorre a polimerizagdo dos mondmeros liberados pela trombina, possivelmente
em conseqiliéncia das interagbes eletrostaticas pelos grupos que foram expostos
pela agdo enzimatica. Forma-se entao o coagulo “frouxo” de fibrina, pois ainda



ndo existe ligagdo cruzada entre esses monomeros (WITE et al,, 1976). O
coagulo “denso” de fibrina € formado por agdo do fator Xllla, que promove a
ligacdo cruzada entre as cadeias laterais de lisina e glutaminil, formando um
polimero de fibrina insoltvel. A ativagdo deste fator se da por meio de agio da
trombina sobre o fator XliI (proenzima) convertendo-o em fator Xlll ativo. A
maioria das “thrombin-like” ndo s&o capazes de ativar o fator Xlil, desta maneira
ha formagdo somente do coagulo “frouxo” (COLMAN et al., 1993).

As metaloproteinases constituem um importante grupo de enzimas
proteoliticas presentes nos venenos botrépicos; elas compreendem uma série de
enzimas “zinco dependentes” com diferentes massas moleculares que sio
responsaveis pelo efeito hemorragico caracteristico destes envenenamentos
(BJARNASON, FOX, 1994). Além disto, elas degradam proteinas da matriz
extracelular, tém efeito citotoxico nas células endoteliais e atuam em
componentes do sistema hemostatico (KAMIGUT! et al, 1996). Algumas
metaloproteinases induzem hemorragias por afetar diretamente capilares
sanguineos, clivam componentes peptidicos da membrana basal e assim afetam
a integridade entre membrana basal e células endoteliais (GUTIERREZ,
RUCAVADOQO, 2000).

Metaloproteinases

Metaloproteinases sdo enzimas hidroliticas do tipo endopeptidases que
dependem da ligagdo de um metal, geraimente o zinco, em seu sitio catalitico
para manifestagdo de suas atividades. Estas enzimas variam amplamente em
filogenia (de bactérias até mamiferos) e nas suas atividades in vivo (BLUNDELL,
1994).

De acordo com similaridades sequenciais, as metaloproteinases zinco
dependentes s&o classificadas em 4 grupos distintos (HOOPER, 1994):

1- Zincinas; contém a sequéncia conservada HEXXH, como motivo de ligagio ao
zinco; 2- Inverzincinas: possui o dominio Zincina invertido (HXXEH) de ligacdo
ao zinco; 3- Carboxipeptidase: que possui o motivo de ligagao ao zinco, HXXE: e

4- DD-carboxipeptidase: que apresenta o motivo de ligacdo ao zinco HXH.



Para ligagdo ao metal, todos os grupos possuem como 1° e 2° ligantes
residuos de histidina, exceto as carboxipeptidases. Ja o terceiro ligante pode ser
um residuo de histidina (exceto nas inverzincinas) ou um acido glutamico
(zincinas e inverzincinas). O maior grupo € representado pelas zincinas,
subdivididas em gluzincinas (aquelas em que o terceiro ligante do zinco é o acido
glutamico) e metzincinas (cujo terceiro ligante do zinco € uma histidina). O grupo
das gluzincinas é composto pelas familias das termolisina, endopeptidase-24.11,
aminopeptidase, enzima conversora angiotensina, endopeptidase-24.15 e
neurotoxinas do tétano e do botulismo. As metzincinas possuem um motivo
conhecido como “Met-turn” caracterizado pela presenca de uma metionina em
volta da estrutura tercidria localizada na regido C-terminal em relacdo ao motivo
de ligag&o do zinco (HEBXHXBGBXH...M). Esta metionina ndo é essencial para a
atividade enzimatica (BUTLER et al., 2004). Astacinas, serratias, matrixinas
(metaloproteinases de matriz) e metaloproteinases presentes em venenos de
serpentes sdo familias pertencentes ao grupo Metzincinas.

A estrutura das metaloproteinases de peconhas apresenta sempre um
dominio catalitico, podendo conter ainda um dominio desintegrina e um dominio
rico em Cisteina. A atividade hemorragica destas metaloproteinases varia de
acordo com sua estrutura. Hite et al. (1994) classificaram as metaloproteinases

em quatro classes distintas:

-Pl: Metaloproteinases que possuem somente o dominio catalitico e massa
molecular entre 20 a 30 kDa. Este grupo apresenta baixa ou nenhuma atividade
hemorragica.

-Pll: Metaloproteinases que possuem o dominio catalitico seguido por. um
dominio disintegrina na regido carboxiterminal, com massa molecular entre 30 a
60 kDa.

-Plll: Metaloproteinases formadas pelo dominio catalitico, dominio
disintegrina e um dominio rico em Cisteina, massa molecular entre 60 a 80 kDa.
Estdo inclusas nesta classe proteinas com alta atividade hemorragica.

-PIV: Compreende um grupo de enzimas que possuem, além dos trés
dominios descritos na classe Plll, um polipeptideo tipo lectina, ligado por uma
ponte disulfeto & cadeia polipeptidica da metaloproteinase, a massa molecular
pode variar de 80 a 100 kDa.



Veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis

O veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis possui poucos componentes
identificados, dentre os quais se destacam dois fatores hemorragicos
denominados de NHFa e NHFb, com massas moleculares de 46 e 58 kDa,
respectivamente. Ambas sdo toxinas acidas de pl 4,5 e 4,3, possuem uma dnica
cadeia polipeptidica, sdo altamente hemorragicas e degradam a caseina. De
acordo com Mandelbaum et al. (1884), agentes quelantes podem inibir suas
atividades.

Também isolada do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis, a
Neuwiedase (Neu) ¢ uma metaloproteinase composta por 198 aminoacidos de
massa molecular de 22 kDa e ponto isoelétrico 5,9. E uma metaloproteinase da
classe P-l que apresenta somente o dominio metaloproteinase da proteina
madura. Sua estrutura primaria foi deduzida com base na seqiéncia de cDNA
conforme mostrado na figura 1, produto de uma reacdo RT-PCR com o RNA
extraido da glandula de veneno da serpente. A Neu apresenta atividade
fibrinogenolitica e baixa atividade hemorragica, demonstrando atividade
proteolitica sobre a fibrina e alguns componentes da matriz extracelular.
Resultados experimentais em camundongos mostraram que esta toxina ndo induz
hemorragia quando injetada no musculo gastrocnémio, porém provocou
sangramento em musculo cremaster e causou hemorragia pulmonar somente em
doses maiores que 5ug/g, via intravenosa. A estrutura primaria da Neu foi
alinhada com algumas metaloproteinases ndo hemorragicas, mostrando uma
similaridade estrutural de 71% entre a Neu, Adamalisina Il e Atroxase
(RODRIGUES et al., 2000, 2001).
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Figura 1. cDNA e seqiiéncias de aminoacidos deduzida da Neuwiedase. Os
nucleotideos estio representados na parte superior da linha e os aminoacidos
estdo logo abaixo. Os aminoacidos sublinhados presentes na regido N-terminal
{em cima) e no sitio ativo (em baixo) foram seqilenciados apara confirmar a
seqiléncia (RODRIGUES et al., 2000).

Anticorpos neutralizantes dos venenos

A ocorréncia de dominios conservados nas metaloproteinases dos venenos
de serpentes &€ um aspecto importante na produgéo de anticorpos neutralizantes;
as regides imunogénicas e altamente conservadas destas toxinas podem induzir a
formacdo de anticorpos capazes de neutralizar as agbes de vérias toxinas
diferentes do mesmo veneno, € de toxinas presentes em venenos distintos
(HARRISON et al, 2003). Rodrigues et al. (2001) produziram anticorpos
policlonais anti-Neuwiedase, os quais, foram capazes de neutralizar a atividade
hemorragica do veneno bruto de B. neuwiedi, evidenciando imunidade cruzada
entre a Neu e outras toxinas hemorragicas do veneno bruto. Desta forma foi

sugerida a presenga de epitopos comuns entre a Neu e dominios
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metaloproteinase de toxinas com grandes massas moleculares que ocorrem nos
venenos.
“Phage display”

Biblioteca de peptideos sintéticos apresentados em fagos €& uma
ferramenta importante para identificar os sitios ligantes de moléculas biolégicas
de interesse, & no desenvolvimento de novas vacinas. E um método de selegéo
no qual uma biblioteca de peptideos ou proteinas é expressa no exterior da
particula viral, enquanto o material genético codificante para cada peptideo
encontra-se no genoma viral (AZZAZY, HIGHSMITH, 2002). Com isto, & possivel
a correlagdo entre cada seqiéncia de proteina variante e sua respectiva
sequiéncia de DNA (ADDA et al., 2002).

Smith em 1985, foi o pioneiro em conseguir a expressdo da enzima de
restrigdo £co Rl como uma fus&o da proteina oito (plil) do capsideo do fago.
Tipicamente, utiliza-se o bacteriéfago M13 (SIDHU, 2001), um virus bacteridéfago
filamentoso que parasita bacterias gram-negativas que por sua vez apresentam
pilus F, o virus utiliza maquinaria de replicago, transcrigédo e traducao da bactéria
para se reproduzir. Este bacteriéfago ndo provoca lise na célula hospedeira, mas
induz um estado no qual a célula infectada origina e libera particulas virais,
causando uma queda na taxa de reprodugdo bacteriana (AZZAZY, HIGHSMITH,
2002). Vetores virais como o fago lambda (STERNBERG, HOESS, 1995),
bacteriéfagos T4 e P4 (HOUSHMAND et al., 1999; LINDQVIST, NADERI, 1995),
além dos virus de eucariotos, tais como baculovirus, também podem ser
utilizados neste processo (BOUBLIK et al., 1995).

O vetor M13KE, derivado do vetor de fagos m13mp19 possui uma rapida
propagacao e ndo necessita de selegio por antibidtico ou superinfecgao por fago
helper. Além disto, o gene facZ presente neste vetor facilita a distingdo entre
coldénias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas das colénias ndo
infectadas ou infectadas com fagos selvagens (MESSING et al., 1977; MESSING,
1983). O vetor M13KE permite a construgcdo e propagagio de bibliotecas de
“Phage display” pelo uso de técnicas padronizadas para fagos M13. Para
pequenos insertos, a biblioteca pode ser amplificada repetidamente com pouca
perda de sequéncias e diversidade (BARBAS et al., 2001).



A particula de fago € formada por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas (plil, pVI, pVIl, pVIll e piX) (Figura
2B). Destas cinco proteinas existem aproximadamente 2800 cdpias da pVill e
cinco coépias da plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de
interesse é geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa
protéica do fago (PHIZICKY, FIELDS, 1995; BRIGIDO, MARANHAQ, 2002).
Assim, o peptideo & expresso na extremidade N-terminal da plil ou pVill. A plil
esta relacionada com a infectividade do fago pela ligagdo ao pilus F da célula
bacteriana. Ela apresenta trés dominios (D1, D2 e D3) separados por residuos de
glicina. Estudos cristalograficos estruturais dos dominios D1 e D2 mostraram uma
conformagéo semelhante a ferradura de cavalo (LUBKOWSKI et al., 1998:
HOLLIGER et al., 1999), ilustrado na figura 2C. Devido a baixa representatividade
da plll em relagdo a pVIll as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na pllf
sdo mais indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando
comparadas com as bibliotecas pVill ligadas (BRIGIDO, MARANHAO, 2002).

Em sistemas onde todas as plll ou pVIll sdo utilizadas, o tamanho da
proteina inserida no vetor € limitado, pois grandes proteinas interferem nas
fungbes das proteinas do capsideo, tornando o fago pouco infectivo. Este sistema
“Phage display” foi criado para a exposig&o de bibliotecas de pequenos peptideos
(no maximo 30 aminoacidos) (PHIZICKY, FIELDS, 1995).

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a selecdo
de seqiéncias baseada na afinidade de ligacdo para uma molécula alvo
(anticorpos, peptideos, enzimas, receptores de superficie celular etc.) por um
processo de selego in vitfro denominado “Biopanning” (PARMLEY, SMITH, 1988).
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“Biopanning”

Um ciclo completo de “Biopanning” esta representado na figura 3 abaixo
(intens 1 a 6). Neste processo a molécula alvo & imobilizada em um suporte
sélido, geraimente uma placa de ELISA, mas também se utiliza “beads”, resinas
ou membranas, entdo uma populagdo de fagos em solugdo é incubada com a
molécula alvo. Os fagos contendo peptideos sintéticos com afinidades pelo alvo
sdo capturados e permanecem ligados; ja os fagos n&o ligados (ndo especificos)
sdo eliminados por sucessivas lavagens. O pool de fagos ligados ao alvo é entdo
eluido e amplificado (crescido em Escherichia coli). Os fagos resultantes deste
processo sio titulados e submetidos a um novo “Biopanning” (ligagdo ao alvo,
eluicdo e amplificagdo) visando o enriquecimento das seqiiéncias especificas
para o alvo. Apés trés ou quatro repeticdes deste processo, clones individuais so
submetidos a ensaios imunologicos e suas seqliéncias de DNA podem ser
obtidas por sequenciamento (BARBAS et al., 2001).

O processo de eluicdo dos fagos ligados a alvos protéicos imobilizados
compreende um ponto chave nos protocolos de selegdo, algumas alteragdes
realizadas neste processo durante o primeiro passo de selegdo por afinidade,
podem levar ao isolamento de clones com maior afinidade para a molécula alvo.
D'Mello e Howard (2001), por exemplo, testaram tampdes de eluigdo com pHs
decrescentes, enquanto Gaskin et al. (2001) usaram a solugo de proteina alvo
como tampao de eluicdo e Yu et al. (2003) utilizaram tampdo de baixo pH e
proteina alvo para a eluigdo. Como resultado, todos obtiveram aumento na

selegdo de clones fortemente ligantes as respectivas proteinas.
Aplicabilidade da técnica

Anticorpos protetores contra doencgas infecciosas reconhecem peptideos
extraidos de bibliotecas sintéticas como seus epitopos. Estes peptideos sio
capazes de induzir a formacdo de anticorpos efetivos contra a doenca
(DEMANGEL et al., 1998; LUNDIN et al., 1996).

SISBI/UFY
21875C



12

Figura 3- Esquema representativo do processo de “Biopanning”. 1) incubagao da biblioteca
de fagos com o alvo imobilizado; 2) Retirada dos fagos n&o ligados por lavagens sucessivas:
3) Eluigo dos fagos ligados e infeccdo de E. coli com pili F; 4) Titulagdo dos fagos eluidos:
5) Amplificagao dos fagos eluidos; 6) Populagéo de fagos com maior afinidade pelo alvo.
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Peptidios sintéticos dispersos em fagos podem se ligar a receptores
hormonais (CWIRLA et al., 1997; DOORBAR, WINTER, 1994; WRIGHTON et al.,
1996), proteinas (BALASS et al., 1993; DENNIS et al,, 2000) e componentes
inorganicos (WHALEY et al., 2000) e assim elucidar suas moléculas alvo.

“Phage display” ¢ utilizado também in vivo para identificar peptideos que se
ligam em 6rgdos especificos. Neste caso a biblioteca de fagos € injetada por via
intravenosa, geralmente em roedores, e apos o periodo de incubagdo os érgdos
de interesse sé@o removidos, homogeneizados e mantidos em suspensio com E.
coli (RAJOTTE et al., 1998).

Em todos os casos citados acima, as bibliotecas de peptideos expressos
em fagos mostraram complexidades suficientes para conter miltiplas seqiiéncias
de DNA capazes de codificar os peptideos de interesse. Ensaios foram realizados
para desenvolver métodos alternativos, tais como a express&o de bibliotecas de
peptideos sintéticos na superficie de bactérias (“Cell display”) (FUCHS et al.,
1991), leveduras (BODER, WITTRUP, 1997) ou diretamente no DNA plasmidial
(bibliotecas de peptideos em plasmideos) (CULL et al., 1992). Porém, todos estes
sistemas resultaram em alteracdes nas ceélulas hospedeiras, e foram ineficazes
em produzir bibliotecas com grandes diversidades de peptideos (baixa
complexidade) (AZZAZY, HIGHSMITH, 2002).

O potencial das toxinas, especialmente as de pegonhas, para o
desenvolvimento de novas drogas, vacinas e outras moléculas de interesse
farmacologico ou cosmético vém enfocando as interagdes destas com receptores,
anticorpos, proteinas ou componentes nao proteicos; assim, a técnica de “Phage
display” foi perfeitamente adequado para a obtengdo de tais objetivos. Demangel
ét al. (2000) selecionaram peptideos ligantes para a crotoxina, principal proteina
neurotoxica de Crotalus durissus terrificus, os quais produziram anticorpos
neutralizantes contra o veneno bruto desta serpente e ainda reduzindo o efeito
toxico da crotoxina. Gazarian et al. (2000) e Hernandez et al. (2002) isolaram um
grupo de mimetopos e mapearam o0s epitopos de uma toxina do veneno de
Centruroides noxius (escorpido), pelo uso de um anticorpo monoclonal. Dois
mimetopos isolados reproduziram as fungbes basicas dos epitopos nativos,
incluindo sua antigenicidade, porém sem os efeitos toxicos observados quando a
toxina ¢ utilizada. Kasher et al. (2001) isolaram peptideos sintéticos com afinidade
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de ligagdo a anticorpos produzidos contra a a-bungarotoxina, um componente
neurotéxico da peconha da serpente Bungarus multicinctus, e tais peptideos
também produziram anticorpos neutralizantes da acgao téxica da a-bungarotoxina.
Wu et al. (2001) selecionaram alguns peptideos sintéticos de uma
biblioteca, os quais mimetizam (mimetopos) os epitopos de dois anticorpos
monoclonais, neutralizantes das neurotoxinas tipo A (BT57-1 e BT150-3) do
Clostridium botulinum. Apesar de pouca ou nenhuma identidade estrutural entre
os peptideos sintéticos e as toxinas, eles verificaram a capacidade dos
mimetopos induzirem a producdo de anticorpos efetivos em neutralizar as toxinas.
Os soros antiofidicos sdo produzidos em animais, geralmente cavalos,
utilizando-se o veneno bruto como imunégeno. Contudo, estes animais
apresentam descaimento de sua resisténcia organica que pode resultar em Obito
(10% dos animais utilizados na produgdo de soro morrem durante o processo de
imunizagdo) devido a alta toxicidade do veneno e também pela utilizagdo de
adjuvantes (RIBEIRO et al, 1993). Deve-se ressaltar também que, no caso da
imunizagdo com veneno de serpentes do género Bothrops, ocorre lesdo no local
do inoculo, debilitando bastante o animal. Um dos principais efeitos patologicos
das pegonhas botropicas consiste nas hemorragias, geralmente ocasionadas
pelas metaloproteinases. O estudo destas enzimas, descoberta de dominios
conservados e epitopos comuns s&o importantes para o desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes capazes de evitar a acdo hemorragica de varias toxinas
diferentes por reagdo imunolégica cruzada. Dai vem o interesse na utilizaggo da
tecnologia de “Phage display”, associada aos conhecimentos estruturais das

metaloproteinases.
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Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo isolar possiveis mimetopos que
alinham com a Neuwiedase, e também em motivos conservados de

metaloproteinases botropicas, aléem de mapear possiveis epitopos da Neu.
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1. INTRODUGAO

As metaloproteinases constituem um importante grupo de enzimas
proteoliticas presentes nos venenos botropicos, elas compreendem uma série de
enzimas zinco dependentes com variada massa molecular que sdo responsaveis
pelo efeito hemorragico caracteristico destes envenenamentos (BJARNASON,
FOX et al., 1994). Estas enzimas s&o enquadradas na familia das Metzincinas,
que compreende metaloproteinases carreadoras de um motivo conservado de
ligagdo ao ion zinco (HEBXHXBGBXH), elas possuem um motivo conhecido como
“Met-turn® caracterizado pela presenga de uma metionina em volta da estrutura
terciaria localizada na regido C-terminal em relagao ao motivo de ligagdo do zinco
(HOOPER, 1994).

isolada do veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis, a Neuwiedase (Neu) &
uma metaloproteinase com pequena massa molecular (22 kD), possui atividade
fibrinogenolitica e baixa atividade hemorragica, apresentando atividade
proteolitica sobre a fibrina e alguns componentes da matriz extracelular, O
alinhamento da estrutura priméria da Neu com algumas metaloproteinases nao
hemorragicas mostrou uma similaridade estrutural de 71% com a Adamalisina ||
de Crotalus adamenteus e a Atroxase de Crotalus atrox. Anticorpos policlonais
anti Neuwiedase sdo capazes de neutralizar a atividade hemorragica do veneno
bruto de B. neuwiedi, evidenciando imunidade cruzada entre Neu e outras toxinas
hemorragicas do veneno bruto. Desta forma € sugerida a presenca de epitopos
comuns entre a Neuwiedase e metaloproteinases de grande massa molecular que
ocofrem no veneno (RODRIGUES et al., 2000, 2001). A ocorréncia de dominios
rvados nas metaloproteinases dos venenos de serpentes &€ um aspecto

conse

importante na produgao de anticorpos neutralizantes, as regifes imunogénicas e

altamente conservadas destas toxinas podem induzir a formagdo de anticorpos
eutralizar as acoes de vérias toxinas diferentes do mesmo veneno, e
sentes em venenos distintos (HARRISON et al., 2003). Assim

aminoacidos que compdem os epitopos responsaveis pela

capazes de n
de toxinas pre
seqliéncias de
imunorreatividade cruzada tornam-se importantes instrumentos, podendo ser

utilizadas como antigenos vacinais.
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Biblioteca de peptideos sintéticos apresentados em fagos é uma importante
ferramenta para mapear e identificar epitopos de proteinas alvo. A técnica baseia-
Se na selecdo de peptideos de uma biblioteca de peptideos sintéticos expressos
em bacteriofagos filamentosos, enquanto ¢ material genetico codificante para o
peptideo encontra-se no genoma viral (AZZAZY, HIGHSMITH, 2002). Comisto, ¢
possivel a relagdo entre cada seqiiéncia peptidica variante e sys respectiva
sequéncia de DNA (ADDA et al., 2002). Demangel! et al. (2000) selecionaram
peptideos ligantes para a crotoxina de Crotalus durissus terrificus, os quais
produziram anticorpos neutralizantes contra o veneno bruto desta serpente e
ainda reduziram o efeito toxico da crotoxina. Gazarian et a. (2000) e Hernandez
et al. (2002) isolaram um grupo de mimetopos e mapearam os epitopos de uma
toxina do veneno de Centruroides noxius (escorpido), pelo uso de um anticorpo
monoclonal. Dois mimetopos isolados reproduziram as funcées basicas dos
epitopos nativos, incluindo sua antigenicidade, porém sem os efeitos toxicos
observados quando a toxina € utilizada. Kasher et al. (2001) isolaram peptideos
sintéticos com afinidade de ligagdo a anticorpos produzidos contra a a-
bungarotoxina, um componente neurotdxico da pegonha da serpente Bungarys
multicinctus, tais peptideos produziram anticorpos neutralizantes da acio tdxica
da a-bungarotoxina.

A Dbiblioteca de peptideos sintéticos expressos em bacteri6fagos (12
aminoacidos por peptideo) foi empregada neste trabalho, para isolar peptideos
através das ligagbes destes com anticorpos policionais anti-Neuwiedase,
selecionando desta forma peptideos imunorreativos ao referido anticorpo e
potencialmente utilizaveis _como imundgenos vacinais, além da possivel
determinagdo de epitopos e isolamento de mimetopos com reacao imunolégica
cruzada entre a Neu e outras metaloproteinases de peconhas.

Neste trabalho, foram obtidos 86 peptideos isolados de uma biblioteca de
peptideos sintéticos (12 aminoacidos por peptideo) expressos no Capsideo viral
de bacteri6fagos M13. Destes, 45 peptideos apresentaram imunorreatividade com
anticorpos anti-Neuwiedase. Dentre os peptideos imunorreativos apenas 10
apresentavam alinhamento com a estrutura primaria da Neu. Osg motivos
consenso entre a Neu e os peptideos sintéticos alinhados foram submetidos ag
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banco de dados Gen Bank (Blast), onde observou-se alinhamentos entre estes

motivos e quatro metaloproteinases serpentes do género Bothrops.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtengio do pool de anticorpos policlonais anti-Neuwiedase e da toxina

Os anticorpos IgGs produzidos em coelhos contra a metaloproteinase Neu
assim como a referida enzima séo resultados do trabalho da Profa. Dra. Veridiana

de Melo Rodrigues, que gentilmente cedeu aliquotas suficientes para a realizagio

deste estudo.

2.3. “Biopanning” e titulagoes

Foi utilizada uma biblioteca de peptideos randomicos com 12 aminoacidos
fusionados em fagos (Ph.D -12 mer- New England Biolabs). A biblioteca era
composta por doze aminoacidos randomicos seguidos por uma curta seqiiéncia
espagadora Gly-Gly-Gly fusionada a regido N - terminal da proteina capsidica
menos numerosa (Proteina Ill) de bacteriéfagos filamentosos M13. A biblioteca
consistia de 2,7 x1 0° clones independentes. Todas as cinco cdpias da Proteina |1
dos fagos continham peptideos randémicos amino-terminais. A biblioteca foj
submetida a selegdo contra uma gama de anticorpos anti-Neuwiedase policlonais,
IgG produzidos em coelhos.

Foi adsorvido no orificio de uma placa de microtitulagdo de 96 pocinhos
(Maxisorp;Nunc) 150yl de 1gG (100ug/ml de 1gG em 0,1 M NaHCO3, pH 8,6) e
incubada “overnight” a 4°C em uma camara umida. A placa foi bloqueada com
250ul de um tamp&o de blogueio (0,1M NaHCO3, pH 8,6, 5mg/ml BSA) por uma

hora, a temperatura de 4°C. A placa foi lavada seis vezes com TBST (TBS

contendo 0,1%
4x10'° fagos diluidos em 100ul de TBST e mantido sob agitacdo por uma hora a

temperatura ambiente. Fagos nao ligantes foram removidos pela lavagem do
orificio por dez vezes COM TBST (0,1% Tween-20) no primeiro ciclo e nos
“Bjopannig” com TBST (0,5% Tween-20). Os fagos
ligantes foram eluidos com 100ul do tampao de eluig&o (0,2M glycine-HCl, pH 2,2,
contendo 1mg/ml BSA) por 10 minutos, a temperatura ambiente e imediatamente
5ul do tampdo de neutralizagdo (1M Tris-HCI, pH 9,1).

Tween-20). Entéo, foi acrescentado no mesmo orificio da placa

subseqlientes ciclos de

neutralizado com 1
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Pequenas aliquotas do eluato de fagos foram utilizadas para a titulag@o. O eluato

remanescente foi utilizado para a amplificagéo de fagos para o proximo ciclo pela

infecgdo de E. coli ER2537.
A titulagdo € um procedimento necessario para determinar o volume do

eluato que sera incorporado ao proximo passo de “Biopanning”, neste volume

deve haver 1-2x10"! particulas virais.

Inicialmente retirou-se uma colénia (isolada) de ER2738 previamente

crescida em meio solido LB com tetraciclina; esta colonia foi incubada em meio

LB liquido sob agitagao, até atingir a fase de crescimento mid-log (ODeoo= 0,5)

A solugdo de fagos a Ser titulada foi submetida a diluigbes seriais de 10

vezes em meio LB. Para eluatos ndo amplificados foram utilizadas as diluigGes de

10! até 10° no caso de solugbes com fagos amplificados a faixa de diluigao

utilizada foi de 10° a 10"
a de ER2738 na fase mid-log. Esta mistura foi vortexada brevemente e

_ Entdo, em cada diluigdo foi acrescentado 200yl da

cultur
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. As células, assim infectadas

foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mi de Agarose Top a 45°C

(vertidos rapidamente) e espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio LB
solido, com [PTG/Xgal e Tetracilina. Para cada diluicao foi confeccionada uma

placa.

As placas foram vedadas com parafiime, invertidas e incubadas a

temperatura de 37°C, durante 16 hs. Apés este periodo, colbnias azuis foram

contadas e as placas po
identificadas como as portadoras das diluigdes que representaram os titulos

ssuidoras de, aproximadamente, 100 col6nias foram

2 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
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A eletroforese foi realizada segundo gear BARBAS et al. (2001)
. . A

concentragéo do gel foi de 16% (p/v). Foram utilizados dois tampdes de corrid
a:

tampao catodo (0,1M de Tricina, 0,1M de Trizma Base e 0,1% de SDS) e tampa
, pao

anodo (0,2M de Tris-HC! pH 8,9). A corrente foi fixada em 10mA com voltage

) m

variando entre 100 a 120V e o tempo de corrida foi de aproximadamente cinco h
S.

O tampao da amostra foi retirado de um estoque constituido por 12ml de SDS
a

10% + 6ml de Glicerol + 1ml de 1M Tris-HCI pH 6,8 + 10ml de Agua Deionizad
ada +

1.2mg de Azul de Bromofenol seco.

2.4.1. Preparagdo das amostras

Amostras dos eluatos dos trés ci “Ri —
iclos de “Biopanning” (1x10™ particulas

virais) foram pré-incubadas com © tampao da amostra associado com Ditiotreitol
o)

(DTT), um agente desnaturante (rompe pontes dissulfeto intra e intermoleculares)
a 100°C por dois minutos. A quantidade de DTT usada foi de 12,3 mg para 400 ,|
' H

do tampdo da amostra. O volume do referido tampéo foi de 1:1 (v/iv) com
- 0

volume da amostra.

2.4.2. Revelagdo do gel

rado com prata (SAMBROOK et al.,, 1989)

Apbs a corrida, o gel foi co
te 12 hs com uma solugdo de Etanol:Acido

icialmente ele foi incubado duran

In
ara fixar as proteinas no gel. A solugao fixadora

acético glacialAgua (30:10:60) p

foi entao descartada € O gel incubado por 30 minutos, a temperatura ambiente

sob leve agitagao com uma solugdo de Etanol 30%. Este passo foi repetido, a

solugdo de etanol foi descartada e o gel incubado duas vezes com Agua

Deionizada, durante 10 minutos, a temperatura ambiente e sob leve agitagdo. A
agua foi removida e uma solugdo de AgNO3 0,1% adicionada e descartada ap'és

pos este processo 05
m seguida, uma solugo aquosa de Carbonato de Sodio 2,5% e
,2 /0

30 minutos. A dois lados do gel foram lavados com Agua

Deionizada. E

o 0,02% foi acrescentada ao gel e mantida a temperatura ambiente

Formaldeid

e agitagao. Com o surgime
as vezes com Agua Deionizada.

sob suav nto das bandas a reag&o foi parada por Acido

Acético 1% e o gel foi lavado véri
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2.5. “Western Blotting” (SAMBROOK et al., 1989).

Para analises de especificidade utilizando a técnica de “Western Blotting”

realizou-se a eletroforese (SDS-PAGE, 16%) em condi¢bes desnaturantes (uso

de DTT) dos eluatos obtidos em cada ciclo do “Biopanning”, onde a quantidade de
particulas virais foi a mesma nas trés amostras (1x10"). Apés este procedimento

as proteinas presentes no gel foram transferidas para uma membrana de

Nitrocelulose (Hybond ECL com poros de 0,22um da Sigma) através de
eletrotransferéncia em um si
de 100mA e um tamp&o de transferéncia (Tris, Glicina, Agua deionizada e
metanol) “overnight’. EmM seguida, a membrana de Nitrocelulose foi bloqueada
com bloto (5% de leite desnatado, TBS 10x, 0,05% de Tween 20 e Agua
incubada a 4°C com © pool de anticorpos IgG policlonais anti-

stema umido, utilizando-se uma corrente padronizada

Deionizada),

Neuwiedase (anticorpo primario)
agitagdo. Apos este periodo, o anticorpo primario foi removido e a membrana

lavada cinco vezes com TBST 0,05%. Entéo, 0 anticorpo anti IgG de coelho

corpo secundario) complexado com a enzima fosfatase alcalina (Sigma) foi
esta solugdo foi incubada com a membrana, a

diluidos em bloto 5%, “overnight’, sob leve

(anti
diluido 1/5000 em bloto 5%;

temperatura ambiente, durante duas horas. A solugdo de anticorpos foi

descartada e a membrana lavada cinco vezes com TBST 0,05%. Por fim, houve a

revelagio da membrana com o substrato NBT/BCIP.

2.6. “Colony blotting”

Para a identificagéo dos clones imunoreativos foi utilizado um método

alternativo desenvolvido por Minenkova et al. (2000), onde bactérias infectadas
com os fagos de interesseé (uma colonia péra cada fago) cresceram brevemente
em uma placa de Elisa. Com O auxilio de um repicador, foram transferidas para
uma membrana de Nitrocelulose (Hybond ECL — Sigma) com poros de 0,45um
(Membrana A). A Membrana A foi posicionada sobre outra membrana de
Nitrocelulose (Hybond ECL — Sigma), com poros de 0,22um (Membrana B).
Ambas as membranas foram mantidas sobre uma piaca invertida de meio LB
solido com tetraciclina, € incubadas a 37°C, por 18 hs, para crescimento
bacteriano. Apés este periodo, 2 membrana B foi retirada cuidadosamente,
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incubada com anticorpos policlonais anti-Neuwiedase, e em seguida com um
anticorpo secundario complexado com fosfatase alcalina, e, finalmente revelada
com NBT/BCIP. A toxina Neuwiedase foi utilizada como controle positivo. Os
controles negativos foram feitos com Soroalbumina bovina e colonias de ER2738

nao infectadas com fagos. Um esquema representando este processo € mostrado

na figura 4.

Nesta técnica as cold
separadas dos pacteriofagos, através da membrana A que possui poros de

0,45um, por onde as bactérias ndo sdo capazes de passar devido ao tamanho

destas e os fagos p
na A e sdo capturados pelas cargas da membrana B, onde

nias bacterianas produtoras de fagos sao fisicamente

odem percorrer livremente. Assim, os fagos migram pelos

poros da membra

permanecem isolados.

2.7. Extragao e sequenciamento de DNA

Para a extraga@o do DNA dos fagos, coldnias isoladas de uma placa oriunda

do 3° ciclo de “Biopanning” foram transferidas para microtubos de 2mli, contendo

1ml de meio LB liquido com tetraciclina; a cada tubo foi adicionada apenas uma

s tubos foram incubados a 3
Para isolar os fagos das bactérias, os tubos foram centrifugados a

colénia. O 7°C por seis horas, sob vigorosa agitago

(250 rpm).
14000 rpm, a 4°C, durante 30 segundos; 0 sobrenadante transferido para um

novo tu 0% do sobrenadante resultante da segunda

rifugagéo foi transferido para um
20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl - solucéo

boe recentrifugado. Apenas 8

cent novo tubo e incubado por 20 minutos, com

200u! de PEG/NaCl (

lavada). Apos 0 periodo de incuba
ara precipitagdo dos fagos. Em seguida, o

autoc ¢ao os tubos foram centrifugados a 14000

rpm, a 4°C, durante 10 minutos p
sobrenadante foi descartado € 100! de Tampé&o iodeto (10mM de Tris-HCI pH

8,0, imM de EDTA € 4M de Nal) foi adicionado ao precipitado de fagos.
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Os tubos foram agitados vigorosamente e em Seguida, 250y de Etanol
absoluto foi acrescentado. Ap6s uma incubagio de 10 minutos, a temperatura
ambiente, os tubos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C, 10 minutos) e o
sobrenadante descartado. O precipitado de fagos foi lavado com S00u! de Etanol
70% e recentrifugado. Finalmente o precipitado remanescente foj diluido em 10p
de &agua Milli-Q. A qualidade do DNA fita simples foj verificada pela corrida
eletroforética em gel de Agarose 1%.

Na reagdo de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glil (5-°" CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3' . Biolabs) e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. ~Amersham Biosciences). A
reacdo de 30 ciclos foi realizada em um Termociclador de placas (MasterCycler -
Eppendorf) nas seguintes condi¢bes: Desnaturacio (a 95°C por 20 Segundos);
anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e extensio (@ 60°C por um

minuto). O DNA sequenciado foi precipitado com 1ul de Acetato de Aménio e

Etanol, homogeneizando a placa com leves batimentos. Entdo foram

acrescentados 27,5l de Etanol absoluto, em seguida, a placa foi centrifugada por
45 minutos, a 4000 rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150ul de
Etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 10 minutos, a 4000 pm. A
solugdo de Etanol foi descartada, a placa permaneceu invertida sobre ym papel
toalha e nesta posigdo foi pulsada a 800 rpm, durante um segundo. A placa foi
coberta por um papel aluminio e assim ficou durante cinco minutos para evaporar
o Ftanol remanescente. Os precipitados resultantes foram ressuspendidos no
tampdo de diuigdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit —Amersham
Bioscieces).

A leitura do seqienciamento foi realizada por um seqlenciador
automatico “MegaBace” (Amershan Biosciences), no laboratério de Genética

Molecular da Universidade Federal de Uberlandia.
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2.8. Analise de dados por Bioinformatica.

Foram utilizados diferentes protocolos de andlises de dados:
DNA2PRO12 - para traduzir as seqiiéncias de DNA obtidas no sequenciamento.
O programa de andlise de alinhamento MATCH foi solicitado para alinhar o
conjunto dos clones sequenciados, assim como cada clone individual com a
estrutura primaria da Neu. Os programas acima citados est&o disponiveis no “site”
www.relic.bio.anl.gov. As seqiéncias consenso obtidas entre os alinhamentos da
Neu com os peptideos sintéticos foram analisadas utilizando o BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tool), um conjunto de programas que buscam
similaridades entre sequéncias e s8o designados para comparar (afinhar) as
sequéncias a serem investigadas com todas as depositadas nos bancos de dados
de acidos nucléicos € proteinas (http:/Amvww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Assim,
estes consensos foram submetidos ao alinhamento com outras metaloproteinases
de serpentes do género Bothrops.

As regides antigénicas da Neu foram previstas pelo software DNASTAR,

o qual baseou-s€ Nno indice antigénico de Jamesson-Wolf. As posicGes de

alinhamentos das seqiiéncias peptidicas dentro destas regides foram avaliadas. O
on-Wolf utiliza a estrutura primaria da proteina para

indice antigénico de Jamess

analisar os valores combinados de hidrofilicidade, probabilidade de superficie

flexibilidade e previsdo da estrutura secundaria, e entdo supor as regides

antigénicas.
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3. RESULTADOS

3.1. “Biopanning” e titulagoes

Durante 3 ciclos consecutivos de “Biopanning”, todas as colonias presentes
nas placas de titulagdo apresentaram coloragéo azulada (figura 5), indicando a
quebra do substrato X-Gal, que mostra a expresséo do gene da B-galactosidase

dos fagos, pelas bactérias ER2738.

Figura 5: Colénias azuis de E. coli ER2738 infectadas com fagos M13, os quais

osidase. A mistura de bactérias com fagos foi plaqueada

carreiam o gene p-galact ¢
com Agarose Top sobre o meio LB, contendo IPTG/X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-

indoIyl-B-Dgalactopyranosideo).

e de fagos das titulagcoes e amplificagbes em todos os ciclos de
a na Tabela 1. Os titulos de entrada dos fagos no
ores que 0$ titulos de saida, pois os fagos com

A quantidad

“Biopanning” € mostrad

“Biopanning” s80 sempre mai
e aos anticorpos imobilizados na placa ficam ligados a estes pela

imetopo € O restante dos fagos com baixa ou sem afinidade

maior afinidad
interagao paratopo/m
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a0 anticorpo séo lavados (removidos). Nas amplificagdes ocorre o lnverso

indicando a eficiéncia deste processo.

Tabela-1 Titulos de fagos obtidos durante os 3 processos de bioppaning.
Nuamero de particulas de fagos por 10ui

Etapa
Pré-selegdo  Pés-selecio
1° ciclo de “Biopanning” 4,0x10" 1,8 x10°
Amplificagao do 1° ciclo 1,8 x 10 2,5x 10"
2° ciclo de “Biopanning” 2,0x10" 7,9 x10°
Ampilificagéio do 2° ciclo 7,9x10° 4,4 x10"
2,0x10" 9,0 x 10°

3° ciclo de “Biopanning”
A quantidade de fagos que entra ou sai em todos os ciclos é mostrada.

3.2. Eletroforese dos trés ciclos de sele¢ao por afinidade

A eletroforese sob condicdes redutoras dos eluatos dos 3 ciclos de

“Biopanning” foi realizada para verificar a presenca de bandas que representam
as principais proteinas do capsideo viral. Todas as amostras apresentavam g

mesma quantidade de particulas virais (1x10' particulas), as proteinas plll
(carreadora do peptideo sintético) e pVill (mais numerosa proteina do capsideo)

s&o visualizadas na figura 6.
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Figura 6- Eletroforese de amostras amplificadas dos trés ciclos de “Bi .
de poliacrilamida a 16% com SDS. Tampéo tris-tricina. Tempo de corrl%pan"'"gf' em gel
10 mA constante e voltagem variando de 100 a 120 V. Apés a corrid ida 300 minutos a
com prata. 1 - Marcador de peso molecular. 2,3 e 4 - 1x10"° particuia 2 0 gel foi corado
amplificados dos 1° 2° e 3° ciclos de selecdo por afinidade ress;gc?t'isv: et oS

’ mente. As

proteinas Pl e PVIil estdo indicadas por setas.
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.3.3. “Western blotting” dos trés ciclos de selegdo por afinidade

A figura 7 mostra o resultado de um “Westem Blotting” realizado com os

fagos eluidos provenientes dos trés ciclos de “Biopanning”, mostrando o
reconhecimento pelo anticorpo anti-Neuwiedase na regifio representativa da
proteina pill, a qual carreia o peptideo sintético. A intensidade de marcacdo na

membrana aumenta do primeiro para o terceiro ciclo de “Biopanning”, sendo a

quantidade de fagos idéntica em todas as amostras.

<« PVIiI

.
Figura 7 - Western blotting de um gel de poliacrilamida 16% com SDS corrido com fagos

dos 1°, 2° e 3° ciclos (representados respectivamente pela numera
“Biopanning”, onde foram utilizados anticorpos policlonais anti Neuwiedase. No gel foram
euwiedase foram

aplicadas 1x1 0" particuas virais para cada amostra. Os anticorpos anti-N
utilizados como primério e o secundario estava complexado com fosfatase alcalina. A

membrana foi revelada com NBT/ BCIP. As posigbes das proteinas Pill, PVIll estio

indicados pelas setas.

¢80 acima) de
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3.4. “Colony blotting”

Apos o isolamento de cada clone de fago tornou-se necessério identificar
os fagos imunoreativos com anticorpos policlonais anti-Neuwiedase, assim foi
realizado um Colony Blotting, cujo resultado & mostrado na figura 9. Num total ge
86 clones foram identificados 45 imunorreativos com os anticorpos policlonais, ou
seja, 52,33% dos clones selecionados interagiram com os referidos anticorpos. A
figura 8 mostra a membrana A ap6s 18 horas de crescimento bacteriano, cada
col6nia estava infectada com um unico clone de fago e todas elas cresceram bem

isoladas.

R e A g

e e .

Figura 8- Colénias bacterianas crescidas sobre a Membrana A
(Hybond ECL - Sigma, com poros de 0,45 um) durante o
“Colony blotting” dos fagos lsolac!os em ftrés c:c!os d?
“Biopanning”, pela interagdo com anticorpos policlonais anti-

Neuwiedase.
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Figura 9- “Colony blotting” dos fagos isolados em trés ciclos de “Biopanning”, pela interagio com anticorpos policlonais anti-
Neuwledase. Apés o crescimento bacteriano a membrana B, com poros de 0,22um foi retirada cuidadosamente, incubada com
anticorpos policlonais anti-Neuwiedase, e posteriormente com anticorpo secundario complexado com fosfatase alcalina; entao
foi revelada com NBT/BCIP. Os pontos escurecidos representam as posigdes das colénias infectadas com fagos que
interagem especificamente com anticorpos ani-Neuwiedase, sobre cada ponto esti a identificagdo do fago. Para controle

positivo foi utilizada a Neuwiedase, representada acima por Neu. Os controles negativos (Cont -). foram feitos com
Soroalbumina bovina (BSA) e colénias de ER2738 ndo infectadas com fagos.
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3.5. Extragdo e seqiienciamento de DNA

ApGs a extragéo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de Agarose
1%, onde foi estimada sua quantidade em 5Spl. Isto foi realizado pela comparagao
da intensidade das bandas das amostras com a intensidade da banda do DNA
padrio, o qual continha uma massa de 500ng. As quantidades estimadas dos
DNAs extraidos foram proximas da quantidade do DNA padrdo. Em seguida o
DNA foi seqlienciado e traduzido. As estruturas de aminoacidos, assim como as
frequéncias de todos os clones de fagos sequenciados estdo mostradas na
Tabela 2. Foram seqiienciados 53 clones, e destes, quatro ocorreram mais de

uma vez.

3.6. Analise de dados por Bioinformatica

Residuos de Cisteina estavam ausentes nos peptideos seqiienciados. Para
o alinhamento entre a estrutura priméaria da Neu e as seqléncias de aminoacidos
de cada peptideo sintético foi utilizado o programa MATCH. Na Tabela 3 estio
representados os alinhamentos que possuem identidade com trés ou mais
aminoacidos, entre a Neu e 0 clone avaliado. O peptideo Bn1 alinhou com seijs
aminoacidos da proteina, enquanto os Bn 24 e Bn36 alinharam com cinco, os
peptideos Bn16, Bn22, Bn24 e Bn13 alinharam com quatro e os Bn50, Bn33,

Bn14 e Bn43 alinharam com apenas trés aminoacidos.
O alinhamento entre a estrutura priméaria da Neu e o conjunto de todos os

clones seqiienciados, presente na figura 10, foi realizado também com auxilio do
programa MATCH. De um conjunto com 53 peptideos sintéticos seqlenciados,
apenas 10 alinharam com 2 estrutura primaria da Neu, os alinhamentos
ocorreram em cinco posicoes diferentes desta proteina: Foram observados trés
motivos de alinhamentos proximos & regiao N-terminal da Neu (12 - entre os
aminoacidos 4 e 13 da proteina; 22 - entre 0os aminoacidos 21 e 33 da proteina e
32 . entre os amino4cidos 39 e 51 da proteina); Outra posigdo de alinhamento foj
identificada proxima a metade da estrutura primaria da Neu (4* - entre os
aminodcidos 122 e 128). No sitio ativo da enzima foi encontrada uma 5% posicéo
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podem ser observados na figura 10.
Tabela 2- Estrutura priméaria e imunorreatividade dos
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de alinhamento - entre os aminoacidos 148 e 153 da proteina. Estes alinhamentos

peptideos sintéticos expressos na

cada peptideo esta representada.

superficie de fagos filamentosos.
Clone Seqiiéncia de aminoacidos Freqiiéncia  Imunorreatividade
Bn 1 NNINQFFRSQPF 1/53 +
Bn2 Bn28 QIVDNGMFSHYH 2/53 +
Bn 3, Bn10, Bn19 NSLNQWMRNTLD 3/53 .
Bn4 DHGLETQOHIMPD 1/53 +
Bn5 NSISAYFANNPV 1/63 +
Bn 6, Bn 44 GTMADFIHDATV 2153 +
Bn7 HIBRKPLSYNSHH 1/53 "
Bn 8, Bn 46 YTPLPNFWSFQA 2/53 .
Bn9 GDHGMFTAAFVS 1/53 +
Bn 11 HAAAFAWHGMFS 1/53 +
Bn 12 EPILNNFLRNWP 1/63 +
Bn 13 MNLGMDDPRHRR 1/53 +
Bn 14 HKSFNSLNDFLR 1/53 +
Bn 15 EYPAFKGLSLER 1/53 .
Bn 16 KDFSHTYIQLAN 1163 +
Bn 17 TYHGMFTLFRDT 1/53 +
Bn 18 QLNEWFRPPSMR 1/63 +
Bn 20 DHGSFTGASSEN 1/53 +
Bn 21 DLRNHGMFSGVT 1/53 +
Bn 22 TQETFTKYNLHA 1/53 *
Bn 23 ATPTSBARPSLG 1/53 R
Bn 24 NSLSNHFRSQHS 1/53 +
Bn 25 NMNNFLRSFTPS 1/53 -
Bn 26 TNINSFLRTTYA 1/53 +
Bn27 VESNSLDEFMYW 1/53 -
Bn 29 IMTDHKRGVVSM 1/53 +
Bn30 NTLDYYFHMTSS 1/53 -
Bn 31 NALDEYFTKPSL 1/53 -
Bn 32 WDQFTRPSLPTS 1/53 _
Bn 33 SLNNWERLTPAP 1/53 +
Bn 34 TLNKYIRDSLTT 1/53 +
Bn 35 SSPTYNLNTFMR 1/53 +
Bn 36 TTLNSFMRSFPP 1/53 +
Bn 37 HAAYASLNLYLR 1/53 +
Bn 38 NTGHGMFSTSLL 1/53 +
Bn39 APDGFWLNTWIR 1/53 -
Bn 40 GHDHSYWLSPPT 1/53 -
Bn 41 TWVPHGMFTTFP 1/53 -
Bn 42 NHSHNSLALHFS 1/53 -
Bn 43 NLNQHIRSLSIP 1/53 +
Bn 45 SNLMNEWFRYSP 1/53 +
Bn 47 NYSSLYWHFRAL 1/53 +
Bn 48 VNPANSLQOWEI 1/53 -
Bn 49 GSPTDQLHVKNR 1/53 -
Bn 50 HANLNGWLRTLS 1/53 +
Bn 51 TLNEWLRPNSHS 1/53 -
Bn §2 DTPTTQRPLHAR 1/63 -
Bn 58 FPPQHGMFSSSP 1/53 ___ + _
As seqiiéncias inunorreativas determinadas por “Colony blotting” com os anticorpos

policlonais anti-Neuwiedase sio indicadas por (+) e as nao reativas por (-}. A freqliéncia de
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As regibes antigénicas da Neu foram previstas pelo programa DNASTAR

que determinou as posigbes mais antigénicas desta proteina e mostrou 10

motivos antigénicos principais (figura 10).
A maioria dos alinhamentos ocorreu fora das regides antigénicas previstas

apenas os clones Bn 22 (TQETFTKYNLHA) alinhou completamente dentro de

uma destas regioes.

Tabela 3- Alinhamentos entre as seqliéncias de aminoacidos da Neu e dos peptideos

sintéticos expressos em fagos.
. . Consenso

Clone Seqéiéncias alinhadas (Neu x cione)

Bn 16  Neu 3 RF}JPORIE i 12 FXXXYIXL
Clone kd shtiﬂ‘qﬁan

Bn 22 Neu 17 DRRMY¢y;e: 27 TKYN
Clone tget d1lha

Bn 24 NSXSNXXR
Neu 25 GfD STR 34

i o )

Clone - . fgsqhs

Bn 24  Neu 40 ETVN:W 52 NXXXXXFRS
Clone slsnhifighs

Bn 1 Neu 40 E{TW" j:,gg: D 52 NXXNXFFRS
Clone wnidgqzddiqpt

Bn 36 Neu 40 @VEGWD 52 PHNKEXRS
Clone Lals £pp

Bn 50 Neu 39 FENSMN 50 NGYXR
Clone hanl.t w].gtls

Bn 33 Neu 40 vageﬁ’?‘"!srmvv 52 NXXFR
Clone slinwi#al tpap

Bn 14 Neu 40 NTVNGFMASL 55 FXSXN
Clone hkspinSlidflr

Bn 43  Neu 117 SMCN:?%VG! 128 RSXXT
Clone nlnghifils

Bn 13 Neu 147 G:;@EHDGKD 158 NLGM
Clone k. ddprhrr

presentadas as regibes onde ocorrem 0s alinhamentos (em vermelho} e as

Estido re

seqiiéncias consenso (coluna direita). O programa de alinhamento utilizado foi o MATCH.
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4 8 16
0ORFHPO WV IVADRRMY “"‘ KIETRVHEL i

kggshtifiglan  tgeteh

106 111 119 125

76 83 87
LIRKVEKDS SKTLTSFGEWRERDLLRRKS HDNAQLLTAIDFNGNTI GRAYLGSMCNP GHVOD 130
nlnqhﬁ‘l] s&

152 159 171 187 194
HSPINLLVGVMHELG:@EHDGKDCLCGASLCIMSPGLTDGPSYEFSDCSKD YYQTFLTNHNPQ 198
wivvddprhrr

Figura 10- Representacdo dos alinhamentos entre as seqtiéncias de 10 peptideos
sintéticos e a Neu. As regibes antigénicas previstas pelo software DNASTAR

baseada no indice antigénico de Jamesson-Wolf, sdo mostradas em azul. Em
vermelho estdo os aminoécidos que alinharam. Os nimeros indicam as posicées dos

aminodacidos na estrutura priméria da Neuwiedase.

Através de alinhamento dos motivos consenso entre Neu e clone com outras
metaloproteinases do género Bothrops (descritas no Gen Bank) foram
constatadas similaridades da seqtiéncia NLGM (correspondente ao alinhamento
da Neu com o clene Bn13) e as metaloproteinases BOJUMET |, I, Il da serpente
Bothrops jararacussu, € também com a berythractivase de Bothrops erythromelas
(SILVA, 2003). A metaloproteinase Bap1 do veneno Bothrops Asper mostrou
similaridade com os motivos NXXNXFFRS e TKYN, os quais s&0 provenientes
dos alinhamentos da Neu com os clones Bn1 e Bn22, respectivamente (Tabela 4).



Tabela 4- Alinhamento dos motivos consenso Neu x clo
Peconhas de serpentes Botropicas descritas no Gene Bank

Seqiiéncia  Metalo Origem Alinhamento
consenso/
clone
NLGM BOJUMET I Bothrops Consenso 1 NLGM 4
. NLGM
Bn13 JATAIACUSSY  Metalo 300 NLGM 303
NLGM BOJUMET IT Bothrops Cons 1 NIGM 4
Jjararacussu NLGM
Bni3 Metalo 57 NLGM 60
NLGM BOJUMET III Bothrops Cons 1 NLGM 4
Jjararacussu NLGM
Bnl3 Metalo 105 NLGM 108
NLGM Berythractivase  Bothrops Cons 1 NieM 4
erythromelas NLGM
Bnl3 Metal 341 NLGM 344
1 Bothrops Cons 4 NXFFRS9
NXXNXFFRS Bap asper N F4RS
Bnl Metalo 41 NGFYRS 4¢
Cons 1 TKYN 4
T Bapl Bothrops
o P Asper TEYN
Bn22 Metalo 20 TRYIN 23

ne com metaloproteinases de

Score

15.2

15.1

14.8

i utifi i i h Tool {Blast). Os alinhamentos estsio
o programa Basic Locat Alighment Searc .
r‘::)'sltjrtgc;?: :ntrg o?:onsenso Neu x Clone (cons) e a metaloproteinase (metalo),

O motivo TKYN € conservado nas metaloproteinases ndo hemorrdgicas
LHF-1l, fibrolase € lebetase da pegonha da serpente Lachesis muta muta e

ACLPREF de Agkistrodon contortrix faticinctus. Outras metaloproteinases nso
hemorragicas, tais como Adamalysin-ll de Crofalus adamanteus, possuem o

dominio conservado KYN que aparece neste peptideo. As mesmas toxinas
citadas aqui mostraram similaridades estruturais com o motivo consenso NLGM
localizado no sitio ativo da Neu e presente no clone Bn13 (RODRIGUES, V.M.,

2000).



46

4. DISCUSSAO

Durante os ciclos de “Biopannig” para selecéo dos peptideos de interesse,
todas as bactérias submetidas a infeccdo com bacteridfagos selecionados,
quando crescidas em meio LB sdlido contendo IPTG/X-GAL, desenvoiveram
colbnias de coloragdo azulada, indicando a expressdo do gene fac Z. Evidenciou-
se desta forma, auséncia de bactérias ndo infectadas ou infectadas com fagos
selvagens (ndo carreadores do gene Lac Z) (BARBAS, 2001). Os titulos dos fagos
na entrada do “Biopanning” sdo sempre maiores que os titulos de saida, pois os
fagos com maior afinidade aos anticorpos imobilizados na placa ficam ligados a
estes pela interagdo com o paratopo, e o restante dos fagos com baixa ou sem
afinidade aos anticorpos sdo lavados (removidos). Fagos com baixa afinidade
pelos anticorpos podem ficar aderidos diretamente & placa, néo interagindo com
0S anticorpos, ou ainda permanecerem SUSpensos na solugdo (ndo ligados),
assim quando a solugéo de TBST 0,05% ¢ adicionada e, logo depois, removida,
muitos destes fagos ndo especificos sdo excluidos. Isto leva a redug&o nos titulos
apés as etapas de “Biopanning”. Além disto fagos ligados aos anticorpos também
podem ser removidos e excluidos. Ao contrario do “Biopanning”, os titulos de
fagos ap6s cada processo de amplificagdo foram maiores que os titulos n3o

amplificados; isto prova a eficiéncia deste processo.
A figura 6 mostra um gel de poliacrilamida onde foram corridas amostras

dos eluatos dos trés ciclos de “Biopanning”. A massa molecular da Plil ¢ 42,5
KDa, contudo, sua massa molecular no gel de SDS variou de 48,5 a 58 Kda; este
aumento aparente de massa molecular é provavelmente devido as regides
espacadoras, ricas em Glicina, que ocorrem entre 0S dominios da Plll e, também
devido a presenga do peptideo sintético. Estes dados concordam com os achados
de Van Wezenbeek et al. (1980). Além disto, 0 uso de agentes desnaturantes
(DTT e SDS) torna a molécula linear, 0 que dificulta sua passagem na malha de

poliacrilamida do gel.
A presenga das proteinas plll e PVIIl no gel foram evidentes, o que
" onde foi constatada

possibilitou a realizagdo do ensaio de “Western blotting

imunorreatividade apenas nas posigdes representativas da plil (figura 7). Este
Neuwiedase com 0s

resultado mostrou a possivel interacdo dos anticorpos anti-
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peptideos sintéticos presentes nas proteinas plll, e excluiu a possibilidade da
interagdo dos anticorpos com outras proteinas do capsideo viral. Além disto, a
quantidade de fagos em todas as amostras foi idéntica (1x10' particulas virais):
ja& a marcagéo da pllt na membrana foi diferenciada, com intensidade crescente
do 1° para o 3° ciclo de “Biopanning”. A quantidade de plll nas trés amostras nio
variou, mas a intensidade de imunorreatividade presente na posicio relativa g
esta proteina variou, indicando que os peptideos sintéticos presentes também
nesta posicdo foram os responsaveis pela variagdo na intensidade da
imunorreatividade observada nos trés ciclos de “Biopanning”. Esta variago na
intensidade prova que no decorrer do “Biopanning” houve aumento na popula¢do
de fagos carreadores de peptideos sintéticos antigénicos aos anticorpos

policlonais anti-Neuwiedase.
No teste de “Colony blotting” para determinar os clones imunorreativos,

verificou-se uma grande proporgdo (52,33%) de positivos, contudo deve ser
ressaltado o fato de que os anticorpos utilizados para selecionar estes clones néo
foram purificados por afinidade e séo oriundos de soro policlonal, assim, os
anticorpos presentes poderiam estar associados com muitos diferentes alvos
além da Neu, resuitando em uma certa proporgdo de falso positivo. Contudo a
Neu possui uma estrutura constituida por 198 aminodcidos, podendo expor varios
epitopos. A maioria dos autores utiliza para o “Biopanning” anticorpos
monoclonais e purificados por afinidade, isto facilita o isolamento de uma
seqliéncia consenso bem definida (GAZARIAN, 2000; DEMANGEL, 2000; CUI,

2003; VANHOORELBEKE, 2003).
Na populagdo de peptideos seqiienciados foi observada a auséncia de

isteina; uma causa provavel é a interferéncia no processo infectivo

residuos de C
do fago na bactéria, pois, de acordo com Rodi (2002), residuos de Cisteina n&o

pareados (sem formar ponte dissulfeto) presentes no peptideo sintético podem
formar pontes dissulfeto com os quatro residuos de Cisteina localizados no
dominio D1 da plll, e desta forma diminuir a infectividade do fago. Assim,
peptideos com Cisteina sdo menos freqiientes na populagdo selecionada, fato

este que compromete o mapeamento de epitopos e isolamento de mimetopos de

proteinas ricas em Cisteina, o que n&o ocorre com a Neu.



48

Dos peptideos seqiienciados 10 apresentaram similaridades estruturajs

€om a Neu. Estes peptideos foram imunorreativos por “Colony Blotting” indicando
Uma ago antigénica frente a anticorpos policlonais anti-Neuwiedase. Diferentes
intensidades de alinhamentos foram observadas, ou seja, um peptideo possy;
Seis aminoé4cidos homélogos com a Neu, dois peptideos  apresentaram
Similaridades de cinco amino4cidos com a Neu, e dois grupos contendo quatro
Peptideos cada mostraram similaridades de trés e de quatro aminoacidos com 3
Neu. Apesar de alguns destes peptideos apresentarem poucos aminoacidos
homélogos com a Neu, eles podem interagir com grande afinidade e fortemente
com paratopos de anticorpos anti-Neuwiedase. Irving et al. (2001 ) relataram que
€m casos de baixa similaridade estrutural podem ocorrer contatos realizados via
redes de ligagdes diferentes das realizadas entre o paratopo com o epitopo
nativo. Desta forma, a interagdo entre o peptideo sintético e o epitopo pode
Ocorrer sem necessidade de identidade estrutural. Mesmo sem ter alinhado com a
estrutura primaria da Neu, alguns peptideos poderiam apresentar
imunogenicidade para estimular a produgdo de anticorpos capazes de interagir
com a Neu, neste caso eles seriam considerados mimetopos.
Ainda, Liu et al. (2003) relataram que mimetopos sem similaridades estruturais
com o epitopo nativo, geralmente sdo isolados durante o “Biopanning” por
anticorpos que possuem epitopos nativos descontinuos, assim, muitos daqueles
clones imunorreativos que ndo apresentaram similaridades estruturais com g Neu,
encontrados neste trabalho, podem ser mimetopos de epitopos conformacionajs
presentes na toxina nativa. |

As seqiiéncias dos peptideos sinteticos selecionados foram alinhadas com
:':1 estrutura primaria da Neu, e a maioria dos motivos da Neu onde .ocorreram
estes alinhamentos ndo fazem parte das regibes antigénicas previstas pelo
software DNASTAR. PAL (2003) identificou o epitopo de um antico.rpno mono’ciorwa;
anti proteina X do virus da hepatite B e, constatou fea contradigdo no indice
antigénico de James-Wolf, o qual supds a regido do epitopo f:omo portadorfa~ de
baixa antigenicidade. Ferreira-da-Cruz et al. (1996).determ:'naram as re’g:oes
antigénicas previstas da proteina p-126 de P/asrr?od/um fa/cu?arum‘ atraves de
dois softwares distintos, e baseados na composi¢do de ?mmoéc:dos de‘stas
regides previstas foram gerados peptideos sintéticos, os quais foram submetidos



a um teste de ELISA, realizado com soro de pacientes portadores de malgria: no
entanto, os autores observaram que este metodo n&o foi eficiente para encontrar

as regides antigénicas da p-126, pois apresentou baixa probabilidade de acerto

(apenas 45%). Apesar destes programas de Bioinformatica serem

constantemente solicitados nas previsGes estruturais, propriedades fisico-
quimicas e imunolégicas de proteinas desconhecidas, eles podem apresentar
falhas, pois suas bases para analises s&o apenas as estruturas primarias das
proteinas. Desta forma, justificam-se os poucos alinhamentos ocorridos em
regibes antigénicas previstas, por computador, da Neu e as seqiléncias de

peptideos sintéticos selecionados por imunoafinidade.
Dados de publicagdes tém mostrado que peptideos sintéticos em fagos
podem ser utilizados para mapear epitopos lineares (JELLIS et al.,1993;
STEPHEN et al, 1995, WILLIAMS et al, 1998), assim como epitopos
conformacionais e suas partes lineares (FELICI,
CHIRINOS-ROJAS, 1999; CUI, 2003; RIEMER, 2004), contudo, em alguns casos
ndo foram observadas similaridades estruturais suficientes para mapear os
epitopos (ORLANDI,1997; RAVERA, 1998). O presente estudo levou a
identificacdo de um suposto epitopo na Neu. Um grupo de seis peptideos

apresentaram aminoacidos homdlogos com esta regido (figura 10), a qual
e a segiléncia posicionada entre 0s aminoacidos 39 e 49 da Neu.

1993; LUZZAGO, 1993:

correspond
Alguns autores utilizam o modelo molecular da proteina para alinhar os clones em

sua estrutura tridimensional (DEMANGEL, 2000; HERNANDEZ, 2002; MANIIAL,

2004: RIEMER, 2004), isto toma possivel analisar o posicionamento do provave|

epitopo na estrutura terciaria, pois na maioria das proteinas, 0s epitopos ocorrem
cie da molécula (GETZOFF

em regides flexiveis € protuberancias na superfi
de da seguiéncia 40NTVNGFFRSMN43

1987). Assim, fica sugerida a possibilida
ser um epitopo da Neu. Alguns peptideos alinharam sem formar grupos,

possivelmente devido a quantidade de clones segiienciados ser insuficiente para
elucidar os epitopos, pois anticorpos policlonais geralmente possuem varios
e de segiéncias exigidas na identificacdo destes & maior

epitopos, a quantidad
m epitopos de anticorpos monoclonais (BARBAS, 2001).

quando comparada co
Apesar disto, estes peptideos apresentam-se COmMo potenciais mimetopos da Neu.
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A técnica “Phage display’ vem sendo empregada no isolamento de
Petideos  sintéticos utilizados como imunégenos para obter anticorpos que
Neutralizam efeitos téxicos de componentes de venenos animais e toxinas
bacterianas (KASHER, 2001; WU, 2001; HERNANDEZ, 2002). Ao mesmo tempo,
Considerando-se a grande similaridade estrutural entre as diferentes
Metaloproteinases de pegonhas ofidicas, anticorpos antitoxinas sio Capazes de
Neutralizar toxinas homologas de outras pegonhas (HARRISON, 2003), entso
Pode-se afirmar que os peptideos sintéticos Bn22 e Bn13 Carreadores das
Seqléncias TKIN e NLGM, respectivamente, apresentam-se como potenciaijs
imunégenos na producio de anticorpos neutralizantes das agbes tdxicas
Observadas com as metaloproteinases pouco hemorragicas LHF-II, fibrolase,
lebetase, ACLPREF, Adamalysina-ll, Atroxase, Atrolysina-C e Ht-b, pois todas
estas toxinas possuem as seqiiéncias conservadas KIN e NLGM (RODRIGUES,
2000). O consenso NLGM também pode ser encontrado nas metaloproteinases
botrépicas hemorragicas BOJUMET I, BOJUMET Il e BOJUMET IlI, e na toxina
ativadora de protrombina denominada Berythractivase (SILVA et al., 2003), este
consenso esta localizado nos sitios ativos das metaloproteinases. Desta forma, o
Peptideo portador do consenso NLGM, caso seja imunogénico, poderia induzir a
producdo de anticorpos capazes de neutralizar a atividade catalitica destas
enzmas, responsavel por sua toxicidade. A metaloproteinase hemorragica Bap1
da peconha de Bothrops asper, apresentou similaridades estruturais com as
seqliéncias consenso TKIN e NXXFRS presentes nos clones Bn22 e Bn1,
respectivamente, indicando a presenga de provaveis epitopos comuns as toxinas
Neu e Bap 1, e desta forma originando a possibilidade de neutralizar hemorragia
provocada pelé Bap 1 com o uso de anticorpos produzidos através da imunizaggo

com estes peptideos sintéticos.



5. CONCLUSAO

A metodologia de selecdo de peptideos em “Phage display” foi utilizada
com sucesso, permitindo a obtengdo de 48 seqiiéncias peptidicas, das quais 40
séo antigénicas com anticorpos policlonais anti-Neuwiedase.

Foram encontradas sequéncias peptidicas com ou sem similaridades
estruturais com a Neu, apresentando imunorreatividade com anticorpos anti-
Neuwiedase. As imunogenicidades destas seqUéncias devem ser avaliadas,
buscando mimetopos capazes de estimular a produgdo de anticorpos
neutralizantes desta e de outras toxinas presentes em pegonhas.

A maioria dos peptideos alinhou fora das regides imunogénicas previstas
no indice antigénico de Jamesson-Wolf, sugerindo assim, que as previsdes

realizadas para esta proteina poderiam n&o estar de acordo com a realidade, pois

este programa parte da estrutura primaria para realizar suas analises.
O alinhamento de seis peptideos sintéticos no sitioc 4ONTVNGFFRSMN51

da Neu apontou este dominio como um provavel epitopo. Outras andlises futuras,
tais como estudo destes alinhamentos na estrutura tridimensional da Neu e a
avaliacdo das propriedades imunogénicas dos peptideos que participam deste

alinhamento sdo importantes para corroborar com esta hipotese.
mento de todos os epitopos da Neu torna-se necessario

No mapea
sequienciar novos clones, pois as seqiiéncias obtidas foram insuficientes para
identificar a diversi

Os peptideos

dade de epitopos dos anticorpos policlonais anti-Neuwidase.
Bn1, Bn22 e Bn13 podem apresentar um grande potencial
que 0S mesmos possuem seqiiéncias comuns com varias
ses, componentes de pegonhas ofidicas. No caso de
favorecendo a produgdo de anticorpos neutralizantes de
os com estas metaloproteinases, estes peptideos

terapéutico, uma vez
toxinas metaloproteina
detectada antigenicidade
efeitos toxicos observad

poderiam ser utilizados cOMO antigenos vacinais ou na producdo de soro

antiofidico.
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6. ANEXOS

2.2, MEIOS DE CULTURA

2.2.1. Meio LB
Para 1 litro: 10g de Bacto-Tryptona, 5g Extrato de Levedura, 5g NaCl.

Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

2.2.2. Placas com meio LB solido, contendo IPTG (isopropil a-D-

tiogalactosise)/Xgal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil- a-D-galactosideo)
Meio LB + 15g/f de Agar. Autoclavar, resfriar até atingir a temperatura de

70°C e adicionar 1ml de IPTG/Xgal. Estocar as placas em local escuro, na

temperatura de 4°C.

2.2.3. Agarose Top
Para 1 1000ml: 10g de Bacto-Tryptona, 5g Extrato de Levedura, 5g NaCl,

1g MgClI2-6H20, 7g Agarose. Autoclavar.

2.2.4. Estoque de Tetraciclina
20mg/ml em Etanol. Estocar a-20°C em frasco escuro

2.2.5. Placas de meio sélido com Tetraciiclina
Meio LB + 15g/l Agar. Autoclavar, resfriar até 70°C e adicionar 1ml do

estoque de Tetraciclina.
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