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RESUMO

Aranhas do género Loxosceles sdo conhecidas como aranhas-marrons,
cuja picada é capaz de induzir envenenamento em humanos, em um
guadro conhecido como loxoscelismo, o qual se manifesta em sintomas
cutédneos e/ou sistémicos. Tais sintomas incluem dermonecrose com
espalhamento gravitacional decorrente de uma resposta inflamatéria
exacerbada e envolvimento sistémico que pode incluir insuficiéncia renal
aguda, trombocitopenia e hemolise, podendo ainda levar a vitima a 0bito.
Entre as diversas toxinas presentes no veneno, destacam-se as
fosfolipases-D, as quais sdo capazes de sozinhas reproduzir manifestacdes
do veneno total, como por exemplo: dermonecrose, aumento na
permeabilidade vascular, intensa resposta inflamatéria, hemodlise,
agregacdo plaquetaria e insuficiéncia renal aguda. As fosfolipases-D
apresentam acao nefrotoxica direta sobre o tecido renal, sendo esse efeito
dependente da sua atividade enzimatica. Nesse interim, sabe-se que
citocinas e quimiocinas sao importantes mediadores envolvidos na
manutencdo do processo inflamatorio, podendo estimular ou inibir a
resposta imune, sendo este sabidamente influenciado por metabdlitos de
lipidios ou alteragBes em membranas celulares. Dentro desse contexto, o
objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos moleculares e os efeitos
biolégicos associados ao efeito de fosfolipases-D recombinantes que
trouxessem subsidios para a compreensdo da atividade nefrotoxica do
veneno de aranhas Loxosceles. As toxinas recombinantes LiRecDT1 e
LgRecl foram capazes de induz aumento de mRNA das citocinas
inflamatérias IL-18, IL-6, TNF-a e CXCL1 em células renais humanas (HEK-
293) analisadas por PCR quantitativo em tempo real nas concentracfes de
50 pg/mL e 100 pg/mL analisadas nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Ensaio
imunoenzimatico (ELISA) demonstrou aumento na expressao de proteinas
referentes as citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e CXCL1 apés 6 horas de
incubacado. A exposicdo da linhagem HEK-293 com as toxinas LiRecDT1 e
LgRec1 diminuiu a viabilidade celular avaliada pelo método de captacédo do
corante azul de Tripan. Ap6s 6 horas, a LiRecDT1 reduziu o numero de
células viaveis em 8,4% (superior ao valor apresentado pelo veneno de L.



intermedia de 6,36%). LgRecl diminui o numero de células viaveis em
6,54% no tempo de 6 horas e 7,42% apos 24 horas. Em ensaio in vivo com
ratos Wistar machos demonstrou-se proteindria, hemoglobiniria e
hematuria, bem como aumento na concentracdo seérica de ureia e
creatinina, marcadores de dano renal. Além disso, estudo in vivo com ratos
wistar demonstrou que a toxina LiRecDT1 foi capaz de induzir danos renais
evidenciados por marcadores de funcéo renal. Dessa forma, nosso estudo
caracterizou um perfil de expressao de citocinas pro-inflamatorias frente a
exposicdo de células renais humanas as toxinas dermonecréticas LiRecDT1
e LgRecl. Mais estudos séo necessarios para melhor entendermos o papel
da fosfolipase D no desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda.

Palavras-chave: fosfolipase D, nefrotoxicidade, aranha-marrom, inflamacéo



ABSTRACT

Spiders of the genus Loxosceles, known as brown-spiders, whose bite can
induce poisoning in humans, in a clinical manifestation known as loxoscelism,
which manifests as cutaneous and / or systemic symptoms. These symptoms
include dermonecrosis with gravitational spreading due to an exacerbated
inflammatory response and systemic involvement may include acute renal
failure, thrombocytopenia and hemolysis, and may lead the victim to death.
Phospholipases-D are able to cause dermonecrosis, hemolysis, platelet
aggregation, acute renal failure, increased vascular permeability and
dysregulated inflammatory response. Recent data have shown that
phospholipase-D has a direct nephrotoxic action on the renal tissue and this
effect is dependent on the catalytic site. Meanwhile, it is known that cytokines
and chemokines are important mediators involved in the maintenance of the
inflammatory process and may stimulate or inhibit the immune response, which
iIs known to be influenced by lipid metabolites or changes in cell membranes.
Recombinant toxins LiRecDT1 e LgRecl induce increased inflammatory
cytokine mRNA of IL-18, IL-6, TNF-a and CXCL1 in humand embryonic kidney
cells (HEK-293) analised by real-time quantitative PCR. Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) showed increased protein expression related to
cytokines IL-1B, IL-6, TNF-a and CXCL1 after 6 hours of incubation. The
incubation of HEK-293 line with the LiRecDT1 LgRecl toxins demonstrated
decreased cell viability assessed by the uptake of trypan blue method. After 6
hours, LiRecDT1 reduced the number of viable cells in 8.4% (higher than the
value presented by L. intermedia venom 6.36%). LgRecl decreases the
number of viable cells in 6.54% at time of 6 hours and 7.42% after 24 hours. In
vivo assay with male Wistar rats showed the presence of protein in the urine
(proteinuria), hemoglobinuria and hematuria, and an increase in serum urea
and creatinine. Furthermore, in vivo study with Wistar rats exposed to LiRecDT1
demonstrated that dermonecrotic toxin induces renal damage evidenced by
markers of renal function. Thus, our study featured a expression profile of
proinfammatory cytokines from human kidney cells exposed to the
dermonecrotic toxins LiRecDT1 and LgRecl. More studies are needed to better
understand the role of phospholipase D in the development of acute renal



failure. In this context, the aim of this study was to evaluate the molecular
mechanisms and biological effects associated with the effect of phospholipase-
D to bring subsidies for understanding the nephrotoxic activity of the

recombinant toxins and LiRecDT1 LgRecl.

Key-words: phospholipase D, nephrotoxicity, brown spider, inflammation
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1. INTRODUCAO

Aranhas do género Loxosceles (familia Sicariidae), conhecidas como
aranhas-marrons, estdo entre as espécies de aranhas de grande importancia
médica devido a gravidade dos acidentes decorrentes do envenenamento
provocado pela picada de aranhas-marrons (FUTRELL, 1992; GREMSKI et al.,
2014). Possuem uma coloragdo que varia entre marrom claro a marrom escuro
e apresentam uma marca semelhante ao formato de um violino na regiao
dorsal do cefalotérax, sendo também conhecidas como aranhas-violino
(HOGAN et al., 2004; DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992). As aranhas do
género Loxosceles encontram-se amplamente distribuidas pelo territério
brasileiro, as quais estdo representadas por 12 espécies diferentes ja
identificadas. Dentre estas, Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho, e
Loxosceles laeta possuem maior importancia médica devido a maior frequéncia
de envenenamentos humanos (GONCALVES-DE-ANDRADE et al., 2012;
GREMSKI et al., 2014). Loxoscelismo € o quadro clinico desenvolvido em
individuos picados por aranhas do género Loxosceles, caracterizado por duas
variantes clinicas: loxoscelismo cutdaneo e loxoscelismo  sistémico.
Manifestacbes cutaneas incluem dermonecrose com espalhamento
gravitacional, inchaco, e eritema perto e no local da picada. O quadro cutaneo-
visceral ou sistémico € caracterizado por faléncia renal, disturbios
hematolégicos como agregacdo plaquetaria que resulta em trombocitopenia e
coagulacdo intravascular disseminada e hemdlise. O envolvimento sistémico é
menos comum do que o cutaneo, mas pode causar severas complicacdes e
levar o individuo a morte (CHAIM et al., 2006; KUSMA, 2008). Além disso,
sintomas como fraqueza, febre, nausea, vomito e convulsbes, os quais
sugerem um efeito em nivel de sistema nervoso central jA foram reportados
(LUCIANO et al, 2004; FUTRELL, 1992).

O veneno da aranha-marrom é um liquido cristalino e incolor, formado
por uma mistura complexa de toxinas enriquecida em proteinas, glicoproteinas
e peptideos de massa molecular heterogénea, com uma predominancia de
toxinas na regido de 2 - 40 kDa (SAMS et al., 2001; DA SILVA et al., 2004;
MACHADO et al.,, 2005; SWANSON et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007; DA
SILVEIRA et al., 2002). Enzimas e moléculas biologicamente ativas envolvidas
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no efeito téxico do veneno de Loxosceles sp. foram identificadas e
caracterizadas bioquimicamente. Venenos de aranha marrom sao misturas
complexas enriquecido de trés familias moleculares: fosfolipases D,
metaloproteases do tipo astacinas (LALP) e peptideos inseticidas da familia
ICK (inhibitor cystine- knot). Juntos, estas trés classes de toxinas
compreendem a maioria dos transcritos codificantes do veneno L. intermedia
(aproximadamente 95%) (GREMSKI et al.,, 2010). Outras toxinas com baixo
nivel de expressao também estdo presentes no veneno, incluem-se as serino-
proteases, inibidores de serino-proteases, hialuronidases, alérgenos e proteina
da superfamilia da TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein). Entretanto,
a toxicidade do veneno de aranha-marrom deve-se a um efeito combinado ou
sinérgico de seus componentes (GREMSKI et al., 2010; SADE et al., 2012; DA
SILVA et al., 2004; DE CASTRO et al., 2004; DA SILVEIRA et al., 2007).

Dentre as toxinas identificadas no veneno, as fosfolipases D sdo as mais
bem descritas e caracterizadas (DE ANDRADE et al.,, 2005; CHAIM et al.,
2011). A toxina dermonecrotica € capaz de causar dermonecrose, hemolise,
agregacao plaquetaria, distarbio renal, aumento na permeabilidade vascular e
resposta inflamatéria desregulada (RIBEIRO et al, 2007; DA SILVA et al, 2004),
logo reproduz boa parte dos principais efeitos induzidos pelo veneno total. Esta
toxina foi previamente caracterizada no veneno de Loxosceles reclusa como
esfingomielinase D, baseada na geracéo de ceramida 1-fosfato e colina a partir
de esfingomielina (FUTRELL, 1992; RIBEIRO et al., 2007). Devido & uma gama
maior de substratos especificos da enzima, hidrolisando glicerofosfolipidios e
esfingolipidios para a geracdo de &cido lisofosfatidico e ceramida 1-fosfato,
sugeriu-se que a toxina seria melhor denominada como fosfolipase-D (LEE et
al, 2005, CHAIM et al., 2011). Ja foram identificadas no veneno de L.
intermedia sete isoformas da toxina fosfolipase-D denominadas LiRecDT
(Loxosceles intermedia Recombinant Dermonecrotic Toxin) (CHAIM et al.,
2006; DA SILVEIRA et al., 2006; DA SILVEIRA et al., 2007; APPEL et al., 2008;
VUITIKA et al., 2013). As isoformas caracterizadas de toxinas dermonecroticas
de L. intermedia, apesar de apresentarem sequéncias aminoacidicas muito
proximas e conservacdo dos aminoacidos do sitio catalitico, possuem
atividades bioquimicas e bioldgicas diferenciadas (KALAPOTHAKIS et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2007). A analise protedmica do veneno de Loxosceles

18



gaucho demonstrou a presenca de onze isoformas da enzima fosfolipase-D,
denominadas Loxonecroginas ( CUNHA et al., 2003; MACHADO et al., 2005).
O veneno total de Loxosceles gaucho, assim como sua fracdo dermonecrotica,
€ capaz de causar agregacao de plaquetas humanas e de coelhos e induzir
danos renais e rabdomidlise (BARBARO et al., 2010; LUCATO et al., 2011).
Muitas destas atividades estdo associadas com fosfolipases-D, e apesar da
elevada homologia existente entre as isoformas, estas apresentam atividades
biologicas distintas (KALAPOTHAKIS et al., 2007). BARBARO e colaboradores
(1996) demonstraram que o veneno de L. gaucho apresenta maior atividade
dermonecrotica quando comparado ao veneno de L. intermedia. Quando
comparadas as atividades esfingomielinasicas dos venenos de L. intermedia e
L. gaucho, demonstrou-se que ambos 0s venenos apresentam atividade
esfingomielindsica e que esta é similar entre os venenos comparados, sendo
que o veneno de L. gaucho apresenta uma atividade ligeiramente superior ao
veneno de L. intermedia (BARBARO et al., 2005).

Em virtude do papel da inflamacéo na fisiopatologia da insuficiéncia
renal aguda, diversos estudos avaliaram o papel das interleucinas. A ativacao
de células renais epiteliais e endoteliais em fases iniciais de lesédo renal
demonstraram aumento na expressao de interleucinas, como IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a. Acredita-se que a injaria renal induz a expressdo de mediadores da
inflamac&o como citocinas e quimiocinas pelas células tubulares e endoteliais
renais, contribuindo para o recrutamento de leucocitos aos rins (ORTEGA et
al., 2010; NECHEMIA-ARBELY et al., 2008). As citocinas sdo peptideos que
possuem um papel fundamental na comunicagdo com o sistema imune e para
gue as células do sistema imunolégico e tecidos do hospedeiro possam trocar
informacdes. Uma cascata de ativacdes e respostas pode ser vista em virtude
da acédo das citocinas, e muitas vezes varias citocinas sao necessarias agindo
em sinergia para expressarem suas funcbes (BORISH et al., 2003;
DINARELLO et al., 2007). TNF- a e IL-6 sao produzidas por células epiteliais
tubulares em resposta ao estimulo de IL-1B, além de outros mediadores
inflamatérios como fator nuclear kappa B (NF)-kB. Além disso, TNF-a estimula a

liberacdo de quimiocinas da familia CXC, como CXCL1 e outras quimiocinas
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como IL-8 (SANCHEZ-NINO et al., 2010; DAHA et al., 2000; KRASNA et al.,
20009).

Vem sendo demonstrado que a toxina recombinante dermonecroética
fosfolipase-D (LiRecDT1) apresenta acdo nefrotoxica dependente do sitio
catalitico e deve-se a ligacdo direta da toxina as estruturas renais, além disso a
toxina recombinante foi capaz de reproduzir o efeito nefrotoxico causado pelo
veneno total (LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al., 2006; KUSMA et al., 2008).
As toxinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl hidrolisam principalmente
glicerofosfolipidios e esfingofosfolipidios gerando acido lisofosfatidico e
ceramida 1-fosfato (LEE et al, 2005; Chaves-Moreira et al., 2011; WILLE et al.,
2013). Tais subprodutos sao conhecidos por ativar diversas vias de sinalizacéo
em varios tipos celulares e induzirem altera¢des patofisioldgicas como resposta
inflamatoria, agregacdo plaquetaria e aumento da permeabilidade vascular
(ANLIKER et al., 2004). Estudos demonstraram um aumento sérico de citocinas
e outros mediadores inflamatérios em cultivo celular de fibroblastos humanos
expostos ao veneno de aranhas do género Loxosceles (TAMBOURGI et al.,
1998; DRAGULEV et al.,, 2007; HORTA et al., 2013). Diversos estudos
ressaltam que os mecanismos vinculados a ativacdo da resposta inflamatoria
exacerbada sdo experimentalmente verificados principalmente com toxinas
dermonecréticas do veneno loxoscélico. as quais possuem atividade
fosfolipasica (VAN MEETEREN et al., 2004; LEE et al., 2005). A insuficiéncia
renal aguda (IRA) também é uma grave complicacdo do quadro sistémico,
caracterizada por hematuria e hemoglobinudria, muitas vezes refletindo as
desordens hematolégicas como hemolise intravascular e coagulacao
intravascular disseminada (TAMBOURGI et al., 1998; DA SILVA, et al., 2004).
Por meio da andlise desses estudos questionou-se neste trabalho se a toxina
recombinante LiRecDT1 de L. intermedia e LgRecl de L. gaucho estariam
envolvidas em processos inflamatorios que levam a insuficiéncia renal aguda
decorrente da picada da aranha-marrom. O mecanismo molecular pelo qual o
veneno de Loxosceles induz nefrotoxicidade ainda ndo é bem esclarecido. O
mecanismo de acdo e 0s eventos que seguem a acao da toxina sobre células
renais vém despertando interesse, pois a insuficiéncia renal aguda pode causar
severas complicacbes podendo levar até a morte. Assim, esse trabalho

apresentou a participacdo das toxinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl e os
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eventos subsequentes a sua acao na linhagem celular renal embrionaria
humana HEK-293 e os efeitos bioldgicos decorrentes da acdo da toxina
LiRecDT1 em modelos animais, contribuindo com novos dados e informagdes
sobre estas proteinas que compdem o veneno das aranha do género
Loxosceles.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Avaliar os mecanismos moleculares decorrentes da atividade nefrotdxica
das toxinas dermonecréticas recombinantes LiRecDT1 da aranha-marrom L.

intermedia e LgRec1 de L. gaucho

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar e quantificar a expressao de citocinas pro-inflamatorias 1L-6,
IL-18, CXCL1 e TNF-a em linhagem celular HEK-293 expostas as
toxinas LiRecDT1, LgRecl e LiRecDT1IM H12A por meio de PCR

guantitativo em tempo real.

e Analisar a expressao de proteinas soluveis referentes as citocinas IL-6,
IL-1B8, CXCL1 e TNF-a em sobrenadante de cultivo celular por meio da
técnica de ELISA

e Ensaios de citotoxicidade celular utilizando linhagens celulares

estabelecidas em cultura de origem renal, como HEK 293.

e Determinar a acdo nefrotéxica em modelo in vivo através de parametros
bioquimicos como ureia e creatinina séricas, pesquisa de proteindria,
hematuria e hemoglobindria de ratos Wistar machos expostos as toxinas
LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e veneno total.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aranhas do género Loxosceles

Aranhas do género Loxosceles pertencem ao filo Arthropoda, subfilo
Chelicerata, classe Arachnida, ordem Araneae, sub-ordem Araneomorfa e
familia Sicariidae. S&o conhecidas como aranhas-marrons, em funcédo da
coloragdo que varia de marrom claro a escuro, ou aranhas-violino, devido a
uma marca semelhante ao instrumento presente no dorso do cefalotérax do
animal. Essas aranhas possuem o corpo dividido em dois segmentos, o
cefalotérax (unido da cabeca e o térax) e o abddomen. A partir do cefalotérax
projetam-se quatro pares de pernas articuladas, um par de queliceras (usadas
para alimentacdo e defesa), um par de pedipalpos e trés pares de olhos
dispostos em semi-circulo. S&o aranhas de pequeno porte, possuem
comprimento corporal variando de 8 a 15 mm e suas pernas medem de 8 a 30
mm. Possuem dimorfismo sexual, sendo que as fémeas apresentam o corpo
maior e pernas mais curtas em relacdo aos machos (RUPPERT et al., 2005;
PETERSON, 2006).

Aranhas deslocadas do seu ambiente natural acabam por habitar
brechas, fendas e orificios de casas dos humanos. As aranhas Loxosceles séo
animais sedentérios, ndo agressivos e de habitos noturnos, assim sendo a
maioria dos acidentes ocorrem quando as aranhas sdo comprimidas no corpo
no ato de vestir-se, calcar-se, enxugar-se ou durante o sono (FUTRELL, 1992,
MALAQUE et al., 2011; DA SILVA et al., 2004; HOGAN et al., 2004; ISBISTER
et al.,, 2011). Sdo animais bem adaptados as condicbes domiciliares,
favorecendo assim a ocorréncia de acidentes com humanos, uma vez que as
aranhas-marrons podem se instalar atras dos quadros, dentro e embaixo da
mobilia, roupas e sapatos (MARQUES-DA-SILVA et al., 2005).

As aranhas Loxosceles estdo entre as espécies de aranhas de grande
importancia médica devido a gravidade dos acidentes decorrentes do
envenenamento provocado pela picada (FUTRELL, 1992). Atualmente ha 101
espécies de Loxosceles descritas, sendo que 80 sdo encontradas nas
Américas (PLATNICK, 2012). No Brasil, ha 11 espécies descritas deste género.

Dentre essas espécies, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta estdo envolvidas em
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casos de envenenamento humano (DA SILVA et al., 2004; BERTANI et al.,
2010).

FIGURA 1: ARANHAS MARRONS ADULTAS. Loxosceles gaucho fémea (A) e macho (E);
Loxosceles intermedia fémea (B) e macho (F); Loxosceles laeta fémea (C) e macho (G).
Aranha marrom adulta e ooteca (seta) (D). O desenho caracteristico de um violino na superficie
dorsal do cefalotérax da espécie Loxosceles gaucho (H). Adaptado de GREMSKI et al., 2014.

3.2 Loxoscelismo

A picada da aranha-marrom é descrita como indolor e ap6s cerca de 2 a 8
horas a dor pode variar de leve a severa e é descrita como “queimacao”
(FUTRELL, 1992; VETTER et al., 2008). A picada das aranhas marrons leva a
uma ardéncia leve, com desenvolvimento de sinais clinicos e sintomas apenas
algumas horas depois, consequentemente, a mordida é pouco notada e a
aranha é raramente capturada (10% dos casos) no momento da picada. Assim,
o diagnostico do loxoscelismo é geralmente presuntivo e baseado em
caracteristicas clinicas e epidemiologicas apresentadas pelo paciente que
chega ao hospital, o que normalmente ocorre entre 12 e 24 horas apos a
mordida, quando os danos a pele sdo mais proeminentes (DA SILVA et al.,
2004; HOGAN et al., 2004; HUBBARD et al., 2011; ISBISTER et al., 2011). O
envenenamento causado pela picada de aranha do género loxosceles é
conhecido como loxoscelismo. Esse pode se apresentar sob duas variantes
clinicas, o loxoscelismo cutaneo e loxoscelismo sistémico (FUTRELL, 1992; DA
SILVA et al.; 2004, APPEL et al., 2005; TAMBOURGUI, et al., 2010; CHAIM et
al., 2011).
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O diagnastico preciso do loxoscelismo € dificultado, podendo ser sub ou
supernotificado, e geralmente é confundido com infeccbes cutaneas,
dermatites, vasculites ou Ulcera diabética (VETTER et al., 2008). O numero de
casos decorrentes do envenenamento com aranhas Loxosceles sp. €
geralmente subestimada, pois a maioria dos casos ndo sado notificados. A
extensdo dos efeitos bioldégicos causados por acidentes loxoscélicos tem
multiplas variaveis, dependendo do agente causador e de diferencas como
sexo e idade da aranha, idade da vitima, local da picada, volume de veneno
inoculado, entre outras variacdes (DE OLIVEIRA et al., 2005).

3.3 Loxoscelismo Cutaneo

Os sintomas clinicos classicos causados por picadas de aranhas
Loxosceles sdo caracterizados por uma intensa reacao inflamatéria no local da
picada, seguido por necrose local e pode ser classificada como loxoscelismo
cutaneo (mais de 70% dos casos). Manifestacbes cutaneas incluem
dermonecrose com espalhamento gravitacional, inchago e eritema perto e no
local da picada. Os sinais e sintomas apods a picada sdo dor leve, edema,
isquemia do tecido local, hemorragia, além da formacdo de placa marmoérea
(halo vermelho, circundando a lesdo com uma zona pélida central) (FUTRELL,
1992; CHATZAKI et al., 2012). Em um periodo de cerca de 5 a 7 dias, a lesdo
evolui para uma ferida rigida e seca com bordas bem delimitadas, resultando
na formacdo de uma escara de dificil cicatrizacdo ao longo do tempo (DA
SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2005; CHAIM et al., 2011;
SCHENONE et al., 1989). Como resultado, apos 2 a 3 semanas, a formacéao de
Ulceras crbnicas e destruicdo do tecido onde ocorreu a inoculagéo inicial do
veneno podem ocorrer, sendo necessario, em muitos casos, reparacao
cirargica (DA SILVA et al.,, 2004; FUTRELL, 1992). Além do veneno, muitos
outros fatores associados as aranhas (variacdes intra e interespecificas, o
estagio de desenvolvimento e a quantidade de veneno injetado) ou diferencas
entre 0s pacientes (a quantidade de tecido adiposo no local da picada, a
concentracdo de esfingomielina tecidual, a idade do paciente e a variacédo
genética individual) podem influenciar na gravidade da mordida (DA SILVA et
al, 2004;.. HOGAN et al, 2004;. DE OLIVEIRA et al, 2005; TAMBOURGI et al.,
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2010). Por exemplo, o tecido adiposo € mais sensivel a acdo do veneno,
levando ao desenvolvimento de necrose e lesao tecidual grave, o que pode
exigir cirurgia plastica corretiva. Apesar da gravidade da lesdo causada pelo
veneno de Loxosceles no local da picada, o desenvolvimento de infeccdes
secundarias € raro (HOGAN et al, 2004;. ABDULKADER et al., 2008;
ISBISTER et al, 2011; MALAQUE et al, 2011.; HUGUET et al., 2012).

Biopsias de pele de pacientes que sofreram acidente com a picada de
aranha-marrom revelaram dados histopatolégicos como infiltragdo inflamatoria,
acumulos de leucécitos polimorfonucleares, necrose liquefativa da derme e
formacao de abcesso (DA SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005). Analises
histopatoldgicas de pele de coelho em condicbes experimentais demonstram
intensa acumulacdo de células inflamatorias com massiva diapedese de
neutrofilos, deposicdo de fibrina nos vasos sanguineos danificados e
desorganizacao nas fibras de colageno (OSPEDAL et al., 2009; CHAIM et al.,
2011).

3.4 Loxoscelismo sistémico

O loxoscelismo cutaneo-visceral ou sistémico ocorre com menor
frequéncia (1-27% dos casos), sendo a variante mais grave do acidente com
aranhas do género Loxosceles (SCHENONE et al., 1989; FUTRELL, 1992). O
guadro cutaneo-visceral ou sistémico € caracterizado por faléncia renal,
distirbios hematolégicos como agregacdo plaquetaria que resulta em
trombocitopenia e coagulagcdo intravascular disseminada e hemodlise. Em
alguns casos o0 comprometimento sistémico pode ser a causa de morte,
geralmente quando associado a severas complicacbes hematoldgicas e renais
(DA SILVA, et al., 2004; DE SOUZA et al., 2008). Além disso, sintomas como
fraqueza, febre, nausea, vomito e convulsdes, 0s quais sugerem um efeito em
nivel de sistema nervoso central, ja foram reportados (FUTRELL, 1992;
LUCIANO et al, 2004).

Registros de pacientes que desenvolveram quadro de loxoscelismo
sistémico variam de acordo com a espécie envolvida no acidente. Dados

relataram que os casos mais frequentes de pacientes que desenvolveram
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lesbes sistémicas ocorreram apés acidentes com aranhas da espécie
Loxosceles laeta (SCHENONE et al., 1989; SEZERINO et al., 1998), menos
frequente em acidentes com aranhas das espécies Loxosceles gaucho (DE
SOUZA et al., 2008) e Loxosceles reclusa (WRIGHT et al., 1997; MCDADE et
al., 2010).

As alteracdes celulares e teciduais decorrentes da acdo sistémica do
veneno loxoscélico sdo bem evidenciadas pelos efeitos nefrotoxicos em
humanos e animais de laboratério. Em camundongos experimentalmente
expostos ao veneno de L. intermedia, andalises histopatologicas evidenciam
comprometimento das estruturas renais, observando-se deposicdo de material
eosinofilico no lumen dos tubulos proximais e distais, hialinizagdo e presenca
de eritrocitos no espaco de Bowman, colapso glomerular e alteracfes da sua
membrana basal, sinais de citotoxicidade e edema no epitélio tubular; quadro
compativel com a definicdo de necrose tubular aguda (TAMBOURGI et al.,
1998, LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al., 2006; KUSMA et al., 2008).

Além disso, os efeitos nefrotoxicos do veneno de Loxosceles séo
demonstrados em dados clinicos e laboratoriais observados em algumas
vitimas, que podem incluir elevagdo dos niveis de creatinina quinase,
hematuria, hemoglobinaria e proteintria (WILLIAMS et al., 1995; LUNG E
MALLORY, et al., 2000).

Luciano e colaboradores (2004) observaram, em experimentos utilizando
camundongos, 0os mesmos achados clinicos relatados por pacientes. Seu
estudo apontou para uma atividade nefrotoxica do veneno de Loxosceles
intermedia em estruturas tubulares e glomerulares (LUCIANO et al., 2004).
CHAIM e colaboradores (2006) reportaram o efeito nefrotoxico direto como
sendo significantemente induzido em especial pela toxina recombinante
LiRecDT1 obtida da biblioteca de cDNA de L. intermedia. Estudos in vivo e in
vitro utilizando camundongos e linhagem celular epitelial renal canina (MDCK)
demonstraram atividade nefrotdxica direta, alteracdes morfolégicas incluindo
vacuolos citoplasméticos, adesdo defeituosa ao substrato e adeséo célula-
célula, além de alteracdo da viabilidade celular (CHAIM et al., 2006).
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Além disso, camundongos expostos a fosfolipase-D recombinante
LiRecDT1 apresentaram edema nas estruturas renais como glomérulo, capsula
de Bowman e tubulos renais, eritrcitos na capsula de Bowman, citotoxicidade
demonstrada por desordens em pedicelos e endotélio fenestrado. Urinalises
demonstraram hematuria e analise sanguinea demonstrou elevacdo de ureia
sérica. Alteracdes da funcdo renal como alcalinizacdo da urina, hematuria,
azotemia e a associacdo com as alteracBes histopatoldgicas, evidenciam o
efeito nefrotdéxico causado pelo veneno de aranhas marrons (KUSMA et al.,
2008).

A necrose tubular aliada a hematuria e hemoglobiniria decorrente do
loxoscelismo sistémico pode gerar insuficiéncia renal aguda (IRA). Atribui-se
um papel central ao efeito hemolitico para a faléncia renal, sugerindo que a
presenca de hemoglobina livre precipitada ao longo do néfron pode retardar o
fluxo do fluido tubular e consequentemente, reduzindo a taxa de filtracéo
glomerular, resultando na IRA (COUTINHO, 1996).

Recentemente, Malaque et al. (2011) constataram que a hemdlise leve é
frequente em pacientes mordidos por L. gaucho (presente em um terco dos
casos examinados, incluindo os classificados como loxoscelismo cutaneo). No
entanto, a lesdo renal aguda ocorreu exclusivamente em pacientes com
extensa hemolise, oliguria e urina escura, o que pode sugerir extensa hemolise
intravascular ou rabdomiolise, podendo resultar em insuficiéncia renal aguda,
gue é a principal causa de morte associada ao loxoscelismo (FRANCA et al.,
2002; DA SILVA et al., 2004; HOGAN et al., 2004; ABDULKADER et al., 2008;
DE SOUZA et al.,, 2008; ISBISTER et al., 2011; MALAQUE et al.,, 2011).
Embora grande parte dos casos relatados de loxoscelismo sistémico ocorram
em todas as idades, a maioria dos casos sao relatados em criancas
(SCHENONE et al, 2001; HOSTETLER et al, 2003; DA SILVA et al., 2004,
HOGAN et al.,, 2004; HUBBARD et al., 2011; ISBISTER et al.,, 2011). O
mecanismo responsavel por causar insuficiéncia renal aguda induzida por
veneno ainda sao indefinidos e a lesdo renal é atribuida a hemodlise,
rabdomidlise, choque e acao direta do veneno (CHAIM et al., 2006; LUCATO et
al., 2011).
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3.5 Insuficiéncia renal aguda (IRA)

A insuficiéncia renal aguda é classicamente definida como por um
qguadro clinico de declinio rapido e sustentado na taxa de filtracdo glomerular
(TFG) num curto intervalo de tempo. Conforme a gravidade e duracéo, pode
levar a disturbios hidroeletroliticos e acido base e aumento sérico de uréia
nitrogenada (BUN) e creatinina (BRADY et al., 2000; ZAGER et al., 2006;
HILTON, 2011). A Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) € o melhor indice de
funcdo renal, e a técnica mais utilizada para a sua avaliacdo é a medida da
depuracéo plasmatica de certos compostos endogenos ou exdégenos pelos rins.
A taxa de depuracao (clearance) é definida como a quantidade de plasma que
€ depurada de uma substancia na unidade de tempo. A determinacéo estrita da
TFG requer a medida da depuracdo de um marcador que ndo seja reabsorvido
e nem secretado pelo tubulo, sendo excretado na urina apenas por filtracdo. A
TFG poder ser aferida pelo método de infusdo endovenosa continua de
substancias exdgenas (exemplo: inulina), com coletas de urina e sangue a
intervalos regulares, sendo esta a técnica padrdo de depuragéo renal. A TFG
pode ser medida por meio da determinacdo da concentracdo plasmatica de
proteinas endodgenas, como ureia, creatinina e cistatina C glomerular
(LARSSON, et al., 2004; BOUVET et al., 2006). A dosagem plasmaética de ureia
foi introduzida como indice de fungdo renal, em 1903, por Strauss. A ureia
conserva-se como um teste de baixa precisdo por ter poucos caracteres de um
marcador ideal, visto que ndo tem uma producdo constante, variando na
ingestdo e no catabolismo proteico e apresentando uma grande reabsorcao
tubular. As determinagfBes da creatinina plasmatica e da sua depuragdo em
urina de 24 horas sédo os procedimentos mais utilizados para a avaliacado da
funcao de filtracdo glomerular. Dentre os marcadores de IRA, a depuragcédo da
creatinina sérica constitui uma estimativa da funcdo glomerular. E um marcador
padrdo para a analise da funcdo renal por ser uma proteina enddgena, de
baixo pelo molecular, produzida a uma taxa constante e é livremente filtrada
(BAGSHAW et al., 2008; NGUYEN et al., 2008; WAIKAR et al., 2007). A sua
concentracéo sérica depende da taxa de producdo e do volume de distribuicdo
corporal (LAMEIRE et al., 2004). Assim, fatores como idade, sexo, massa

muscular, metabolismo muscular, peso corporal, ingestao proteica e hidratacao
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condicionam variabilidade nos valores basais. Da mesma forma condi¢cdes
patolégicas extrarrenais como doencas hepaticas, distirbios musculares,
traumatismos e estados febris podem determinar variagbes. Apesar de menos
comum, alguns fatores como a cetoacidose diabética e alguns farmacos podem
condicionar uma diminui¢cdo na determinacgéo laboratorial pelo método de Jaffe
da creatinina sérica (BAGSHAW et al.,, 2008; NGUYEN et al., 2008). A
creatinina plasmatica é formada a partir da hidrélise ndo-enziméatica da creatina
e da fosfocreatina musculares, com um massa molecular de 113 daltons e sem
ligagdo a proteinas plasmaticas. Noventa e oito por cento da creatina é
estocada no muasculo apés ter sido sintetizada no figado a partir dos
aminoéacidos glicina e arginina. A outra fonte de creatina é a ingestdo de
proteina animal (MYERS et al., 2006; BOUVET et al., 2006).

Os critérios diagnosticos de IRA baseiam-se tanto nas elevacdes dos
niveis séricos da creatinina quanto na diurese. Embora o rim tenha numerosas
funcbes, estas sdo as Unicas funcdes que sdo rotineiramente e facilmente
mensuraveis e que sdo exclusivos ao rim. A precisdo na depuragdo da
creatinina é limitada, porque assim como a taxa de filtracdo glomerular (TFG)
diminui, a secre¢do de creatinina é aumentada, e, portanto, o aumento da
creatinina sérica € menor (BELLOMO et al., 2004; DOOLAN et al., 1962; KIM
et al.,, 1969). Assim, a excrecdo de creatinina € muito maior do que a carga
filtrada, resultando em uma superestimagao da TFG (BELLOMO et al., 2004).
Como a depuracdo da creatinina, a creatinina sérica ndo vai ser um reflexo
preciso da TFG na condigdo de estado ndo-estacionario de IRA. No entanto, o
grau em que as alteragcbes de creatinina sérica ocorrem a partir da
concentracdo basal vai refletir a mudanca na TFG. A producédo de urina € muito
menos especifica, exceto quando ela é severamente reduzida ou ausente.
Severa IRA pode existir apesar da producdo de urina normal, mas as
mudancas na producao de urina podem ocorrer muito antes que as alteragdes

bioguimicas tornem-se aparentes.

A ureia € uma molécula endogena, hidrossoliuvel e de baixa massa
molecular que deriva do metabolismo protéico e constitui um marcador
urémico. Sua concentracdo sérica € modulada por fatores renais e extrarrenais,

independentes da lesdo/disfuncdo renal, sendo assim considerado apenas
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como um marcador auxiliar no diagnostico da IRA. A taxa de producédo de ureia
nao € constante e um aumento da ureia sérica pode resultar de condicOes
extrarrenais como alimentacao ou catabolismo proteico aumentado, hemorragia
gastro-intestinal, trauma e terapia com glicocorticoides, sem que a fungao renal
esteja diminuida (BAGSHAW et al., 2008; URBSCHAT et al., 2011).

A analise urinaria constitui um método n&o-invasivo, disponivel e de
baixo custo. A pesquisa de marcadores urinarios especificos e sensiveis para a
IRA inclui presenca de proteinas ou enzimas expressas de forma constitutiva
nas células tubulares renais, que sdo excretadas na lesdo tubular aguda ou
podem ser marcadores induziveis, isto é, produtos de genes cuja
transcricdo/traducéo € ativada na lesdo tubular. O valor de proteinas de baixa
massa molecular na urina tem sido amplamente estudado, e a sua facil e
rapida determinacdo podem ser determinantes para a aplicacdo na pratica
clinica (KOYNER et al., 2010). Estas moléculas livremente filtradas no
glomérulo, pelo sua massa molecular, sdo reabsorvidas no tibulo proximal. Em
condi¢cdes fisiolégicas, a sua concentracdo urinaria € indetectavel e a sua
identificacao urinéria parece estar associada a lesdo/disfuncéo tubular proximal
ou sobrecarga tubular. A utilidade destas proteinas como biomarcadores na
definicdo de IRA pode ser limitada por proteindria glomerular significativa ou
hiper-filtracdo glomerular (LISOWSKA-MYJAK et al., 2010).

A isquemia, causa mais comum de IRA, representa 72% dos casos. A
fisiopatologia da isquemia/reperfusdo é multifatorial, envolvendo uma somatoria
de eventos hemodinamicos, tubulares, celulares que levam a subita queda na
taxa de filtragdo glomerular (GUELER et al., 2002; JAIN et al., 2000). Ocorre
um processo de vasoconstricao intrarrenal, dano intracelular com deplecédo de
ATP, acumulo de calcio intracelular, geracdo de espécies reativas de oxigénio,
ativacao de fosfolipase e alterac6es da membrana plasmatica (THADANI et al.,
1996; TSAGALIS et al.,, 2011). A IRA pode ainda ser resultado de uma acao
nefrotdxica. As nefrotoxinas enddgenas ou exodgenas provocam I[RA por
diferentes mecanismos, entre eles, vasoconstricao intraglomerular, leséo direta
do epitélio tubular e obstrucéo intratubular (BRADY, 1995).
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3.6 Néfron

O néfron, unidade funcional do rim, € formado pelo glomérulo e capsula
de Bowman, tubulo proximal, alca de Henle, tubulo distal e ducto coletor. O
glomérulo é responsavel pela producdo de um ultrafiltrado a partir do plasma,
formado por uma rede de capilares especializados. A parede do capilar
glomerular é formada por células endoteliais ou lamina fenestrada, membrana
basal constituida principalmente pelas moléculas colageno 1V, laminina,
entactina e heparam sulfato proteoglicano e células epiteliais (poddcitos)
(OBEIDAT et al., 2012). Apesar de ter uma resisténcia a passagem de agua
extremamente baixa, a barreira de filtracdo glomerular restringe eficientemente
a passagem de proteinas do sangue para 0 espa¢o de Bowman, com base no
seu tamanho, carga elétrica e conformacdo molecular. Moléculas grandes e
carregadas negativamente sdo menos filtradas que as pequenas e sem carga
ou carregadas positivamente. Apesar disso, em condi¢cdes fisiologicas,
proteinas de baixa massa molecular e uma pequena quantidade de albumina
atravessam a barreira de filtracdo glomerular, mas s&o, em grande parte,
reabsorvidas pelas células tubulares. Aumento na excrecdo de proteinas na
urina pode ser decorrente de aumento de sua filtracdo, por alteracbes na
permeabilidade seletiva glomerular, ou de defeitos em sua captagédo tubular. A
filtracdo é dirigida por forcas de Starling que atuam sobre a parede do capilar
glomerular, e depende da sua area de superficie e alta permeabilidade a agua.
Células endoteliais glomerulares sdo extremamente planas e perfuradas por
poros transcelulares, endotélio fenestrado. Um elaborado glicocélice, que cobre
as células endoteliais glomerulares e suas fenestracfes forma uma barreira
que, em conjunto com outros componentes da parede capilar glomerular,
impede a perda de proteinas do plasma para a urina (OBEIDAT et al., 2012;
BOHLE et al., 1998; HARALDSSON et al., 2009). Sabe-se que o veneno de L.
intermedia tem atividade entactinolitica, e também degrada o dominio protéico
do proteoglicano de heparam sulfato, considerado um importante constituinte
molecular encontrado nas membranas basais, estruturas fundamentais nos
glomérulos renais, envolvidos na formacdo da urina (VEIGA et al., 1999;
LUCIANO et al., 2004).

32



Estudos recentes com veneno de L. gaucho em camundongos (LUCATO
et al., 2011), mostram gque o0 veneno pode causar lesédo renal e rabdomiolise,
sendo que os possiveis fatores que contribuem para a lesdo renal foram a
vasoconstricdo renal e mioglobindria. Além disso, neste trabalho ndo foram
observados coagulacao intravascular disseminada, isquemia e toxicidade em

células endoteliais.

Cértex renal Arteriola Arteriola Podécito Projecbes dos pés Célula endotelial
aferente eferente ) \N\.\;,\-\ — dos poddcitos fenestrada
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FIGURA 2: SISTEMA DE FILTRACAO GLOMERULAR. Cada rim humano contém cerca de

1.000.000 de glomérulos. As arteriolas aferentes déo origem aos capilares glomerulares, cujas

paredes constituem a barreira de filtracdo glomerular. A barreira de filtracdo glomerular é
composta por células endoteliais fenestradas, membrana basal glomerular e podécitos, com as
projecbes de suas projecdes citoplasmaticas formando interdigitacbes. Adaptado de
TRYGGVASON e WARTIOVAARA, 2005.

3.7 Caracteristicas do veneno loxoscélico

7

O veneno total de Loxosceles € uma mistura complexa de diferentes
enzimas, moléculas biologicamente ativas e toxinas produzidas por glandulas
que se encontram no cefalotérax da aranha. E composto por proteinas de alta
massa molecular, menos expressas, e uma maior quantidade de proteinas de
baixa massa molecular, compondo um perfil eletroforético com bandas entre 2
e 40 kDa. O perfil eletroforético em gel bidimensional demonstrou que o veneno
de L intermedia possui uma prevaléncia de componentes de baixa massa
molecular (RIBEIRO et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2002 (VEIGA et al., 2000;
DA SILVA et al.,, 2004; DE CASTRO et al., 2004; MACHADO et al., 2005).
Alguns constituintes do veneno de Loxosceles intermedia ja foram
identificados, como toxinas dermonecréticas (fosfolipases-D), hialuronidases

(SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al.,, 2013), metaloproteases do tipo
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astacinas (LALP), serino-proteases (SENFF-RIBEIRO et al., 2008, GREMSKI
et al., 2010), proteina da superfamilia da TCTP (Translationally Controlled
Tumor Protein) (GREMSKI et al., 2010; SADE et al.,, 2012) e peptideos
inseticidas da familia ICK (inhibitor cystine- knot) (GREMSKI et al., 2010). O
perfil eletroforético € muito similar quando se compara o veneno total das
espécies L. intermedia e L. gaucho, com presenca de bandas na faixa entre 33
e 35 kDa de massa molecular (BARBARO et al., 1994). O alto percentual de
similaridade nas sequéncias N-terminal destas toxinas presentes nas duas
espécies brasileiras sugere fortemente que estas enzimas seriam isoformas de
uma mesma proteina (BARBARO et al., 1996).

A toxicidade do veneno de aranha-marrom deve-se a um efeito
combinado ou sinérgico de seus componentes (GEREN et al., 1976; GEREN et
al., 1973). Metaloproteases de 20-28 kDa com atividade fibronectinolitica e
fibrinogenolitica (Loxolisina A) e de 32-35 kDa com atividade gelatinolitica
(Loxolisina B) identificadas no veneno estdo possivelmente relacionadas a
distarbios hemostaticos decorrentes da atividade da Loxolisina A e disturbios
como hemorragia da derme, injuria de vasos sanguineos, interferéncia na
adesado plaquetaria e dificuldade na cicatrizagdo das lesbes cutaneas
decorrentes da atividade da Loxolisina B (VEIGA et al., 2001; KUSMA, 2008).
Hialuronidases com mobilidade eletroforética em 41 kDa e 43 kDa estédo
possivelmente envolvidas na extensdo das lesdes dermonecréticas, pois
potencializariam a acdo de outros componentes do veneno, facilitando a
penetragcdo destes em varios tecidos e na circulagdo sanguinea. A
hialuronidase possui atividade de hidrolase, sendo capaz de degradar acido
hialurénico e condroitin sulfato, componentes da matriz extracelular. A idéia de
gue hialuronidases apresentam papel no espalhamento gravitacional na
dermonecrose e/ou na difusé@o sistémica das toxinas do veneno deve-se a sua
acdo sobre &cido hialurdnico e outros glicosaminoglicanos que mantém a
integridade e estabilidade de tecidos (DA SILVA et al., 2004; FERRER et al.,
2013). Os mecanismos pelos quais ocorre lesdo celular e tecidual ndo sdo
totalmente esclarecidos, assim como o papel dos mediadores inflamatorios
envolvidos no acidente apés a picada da aranha-marrom. Os eventos

inflamatorios provocados pela acdo do veneno podem estar relacionados com
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a degranulacdo de mastocitos e com a liberagcdo de histamina, causando
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo de neutrofilos
(RATTMANN, et al., 2008; PALUDO et al., 2009).

3.8 Fosfolipase D

A familia de toxinas fosfolipase D (PLD) € a mais estudada e
caracterizada presente no veneno de aranhas da espécie Loxosceles (DA
SILVA et al., 2004; CHAIM et al., 2009). Por meio de clonagem e expresséo
recombinante de toxinas dermonecroéticas por técnicas de biologia molecular e
analise de proteoma, confirmou-se a existéncia de um grupo de proteinas
homologas que compdem uma grande familia de toxinas dermonecréticas
(KALAPOTHAKIS et al., 2007; SENFF-RIBEIRO et al., 2008). Sete isoformas
da toxina fosfolipase D foram identificadas no veneno de Loxosceles
intermedia. Chaim et al. (2006), a partir de uma biblioteca de cDNA de
glandulas de veneno de aranhas L. intermedia, clonou e expressou uma toxina
dermonecrotica funcional denominada LiRecDT (Loxosceles intermedia
Recombinant Dermonecrotic Toxin). Em seguida foram clonadas e expressas
LiRecDT2 e LiRecDT3 com reatividade imunoldgica cruzada e atividade
dermonecrotica, resposta inflamatoria, agregacdo plaquetaria e aumento da
permeabilidade vascular (DA SILVEIRA et al.,, 2006). Recentemente, DA
SILVEIRA et al. (2007) demonstrou a existéncia de outras duas toxinas
dermonecroéticas, LiRecDT4 e LiRecDT5. APPEL et al. (2008) demonstrou a
existéncia de outra isoforma, LiRecDT6, a qual provoca resposta inflamatoria
na derme, aumento da permeabilidade vascular, edema, letalidade em
camundongos e agregacdo plaquetaria. VUITIKA e colaboradores (2013)
descreveram a clonagem, expressao heterdloga, purificacdo e avaliacao
funcional de uma nova isoforma da toxina fosfolipase D no veneno de L.
intermedia, a isoforma 7. As isoformas caracterizadas de toxinas
dermonecroticas de L. intermedia, apesar de apresentarem sequéncias
aminoacidicas muito proximas e conservacdo dos aminoacidos do sitio
catalitico, possuem atividades bioquimicas e biolégicas diferenciadas
(KALAPOTHAKIS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007).
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Esta toxina foi previamente caracterizada no veneno de Loxosceles
reclusa como esfingomielinase D, baseada na geracdo de ceramida 1-fosfato e
colina a partir de esfingomielina (FUTRELL, 1992; RIBEIRO et al.,, 2007).
Devido a uma gama maior de substratos especificos da enzima, hidrolisando
glicerofosfolipidios e esfingofosfolipidios para a geracao de acido lisofosfatidico
e ceramida 1-fosfato, sugeriu-se que a toxina seria melhor denominada como
fosfolipase D (LEE et al, 2005, CHAIM et al., 2011). Apresentam mobilidade
eletroforética em gel bidimensional de 30 a 35 kDa. Foram caracterizadas
varias isoformas desta toxina nos venenos loxoscélicos, e demonstrou-se que
ha um alto nivel de identidade entre elas, assim sendo denominadas de familia
Loxtox (Loxosceles toxin) por alguns autores (KALAPOTHAKIS, 2007). Sao
ainda denominadas como fator/proteina dermonecroética, devido sua principal

atividade bioldgica de induzir a dermonecrose (APPEL et al., 2005).

Murakami e colaboradores (2006) reportaram estudos da estrutura por
cristalografia e difragéo de raios-X de uma isoforma de fosfolipase-D presente
no veneno de L. laeta. Esta enzima possui a forma de um barril (a/f)s, formada
por folhas-B e a-hélices conectadas por 3 loops denominados de loop flexivel,
loop hidrofébico e loop catalitico. O loop catalitico (residuos 46-60) contém os
residuos de His12 e His47, que sdo conservados entre as esfingomielinases-D
de aranhas e bactérias, e que juntamente com o ion Mg+ formam o sitio
catalitico capaz de hidrolisar esfingomielina. Neste mesmo estudo, os autores
sugerem um mecanismo catalitico para o processo da hidrolise, comportando-
se como um nucledfilo que ataca a ligacédo fosfodiéster do substrato, gerando
uma estrutura penta-coordenada. Ja a His1l2 doa um préton (H+) para esta
estrutura penta-coordenada gerando a colina. A His12 retira um atomo de H+da
molécula de &agua, iniciando um segundo ataque nucledfilo sobre o
intermediario da reacdo, que dessa vez, resulta na formacéo e liberacdo da
ceramida-1- fosfato (C1P).

Giuseppe e colaboradores (2011) descreveram a estrutura tridimensional
de uma fosfolipase-D recombinante pertencente a classe Il (subclasse lla) de
Loxosceles intermedia, denominada LiRecDT1. Esta toxina também possui
forma de TIM barril (a-B)s e possui 0s loops catalitico, flexivel e variavel.

Fazendo uma andlise comparativa entre a isoforma PLD1 de L. laeta (Classe 1)
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e a LiIRecDT1 de L. intermedia (Classe 1), os autores mostram que além da
ponte dissulfeto nos aminoacidos Cys51 e Cys57, a LiRecDT1 possui uma
ponte dissulfeto adicional nos aminoacidos Cys53 e Cys201, ligando o loop
flexivel ao loop catalitico. Esta ponte adicional favorece o deslocamento do
loop flexivel em direcdo ao loop catalitico, diminuindo a cavidade do sitio
catalitico.

Chaim e colaboradores (2011) demonstraram que a atividade fosfolipasica
da isoforma recombinante de fosfolipase-D de L. intermedia (LiRecDT) possui
especificidade por diferentes substratos. A toxina € capaz de hidrolisar uma
variedade de fosfolipideos como esfingolipideos e fosfoglicerideos, em especial
esfingomielina e lisofosfatidilcolina. WILLE e colaboradores (2013) em
experimentos de cinética de degradacao de fosfolipidios determinaram que a
toxina dermonecrética recombinante LiRecDT1 hidrolisa principalmente
esfingomielina em um processo tempo-dependente, gerando ceramida 1-
fosfato e colina; assim como lisofosfatidilcolina, gerando acido lisofosfatidico
(LPA) e colina em células tumorais B16-F10, mas demonstra hidrolisar com
menor intensidade quando o substrato é o fosfolipideo fosfatidilcolina.

Dados clinicos e laboratoriais observados em pessoas vitimas de
acidentes com aranhas-marrons demonstram o efeito hemolitico induzido pelo
veneno de aranhas Loxosceles. Esses achados incluem niveis elevados de
creatinina quinase, hematuaria, hemoglobindria e proteinaria (WILLIAMS et al.,
1995; LUNG E MALLORY, 2000). A toxina recombinante fosfolipase D
apresenta efeito hemolitico direto em eritrocitos humanos, dependente da
atividade catalitica da enzima. A LiRecDT1 é capaz de induzir hemdlise,
causando poiquilocitose, anisocitose em um processo concentracdo e tempo
dependentes. Porém, o efeito hemolitico é diferenciado entre espécies animais,
sendo que ovinos, humanos e roedores mostram porcentagens de hemdlise
diferentes. Sabe-se que a ligacdo da LiRecDT1 na membrana de eritrocitos
causa reorganizacdo lipidica da membrana, com externalizacdo de
fosfatidilserina (CHAVES-MOREIRA et al., 2009; CHAIM et al., 2011).

Andlise protedmica do veneno de L. gaucho levou a identificacdo de pelo
menos onze isoformas de fosfolipases D, denominadas loxnecroginas (CUNHA
et al., 2003; MACHADO et al., 2005). O veneno de L. gaucho possui muitas

atividades importantes, tais como a capacidade para ativar os queratindcitos
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em cultura priméria para a producdo de TNF-a (MALAQUE et al., 2009),
induzir distarbios hematoldégicos e hemostéaticos em coelhos (TAVARES et al.,
2004), causar reacao inflamatdria intensa, hidrolisar esfingomielina, e estimular
a geracgdo de citocinas pré-inflamatérias e mediadores lipidicos (BARBARO et
al., 2010). Além disso, o veneno de L. gaucho, assim como a sua fracdo
dermonecrotica promove agregacao plaguetaria humana e de coelho e induz
danos aos rins e rabdomidlise. Muitos dessas atividades estdo associadas a
PLD, e apesar da elevada homologia partilhada por estas toxinas, estas podem
exibir atividades bioldgicas distintas. A clonagem de uma isoforma de PLD da
glandula de veneno de L. gaucho, chamada LgRecl, expressa em sistema
bacteriano, demonstrou que essa isoforma é capaz de causar reacao local, tais
como edema, eritema, equimose e palidez, dermonecrose e hemolise. Foi
também capaz de hidrolisar esfingomielina e promover a agregagdo de
plaquetas (LUCATO et al., 2001; TAVARES et al., 2011).

3.9 Citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias

Citocinas sdo um grupo diversificado de proteinas ndo humorais que
agem como mediadoras entre células. Elas foram inicialmente identificadas
como produtos das células imunes que agem como mediadoras e reguladores
dos processos imunes, mas agora se sabe que muitas citocinas sao produzidas
por células que ndo sdo do sistema imune e que tém efeito no sistema nao-
imune. Citocinas ndo sao tipicamente armazenadas como proteinas pré-
formadas. Ao invés disso a sua sintese é iniciada por transcricdo génica e
seus MRNA tém vida curta. Eles sdo produzidos a medida que sé&o
necessitados (ORTEGA et al., 2010). As citocinas séo sintetizadas no Golgi e
podem trafegar através do reticulo endoplasmatico para serem liberadas como
mediadores soluveis, ou podem permanecer ligadas a membrana, ou podem
ainda retornar ao nucleo, onde podem agir como reguladores da transcricdo. A
regulacdo celular da transcricdo de citocinas depende do recrutamento de
fatores de transcricdo para a regido promotora dos genes alvo. A ligacdo do
fator de transcricdo permite a ativacdo de inUmeras vias de sinalizacdo que
regulam a expressdo de citocinas em resposta a um estimulo (MCINNES,
2010).
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Uma citocina frequentemente influencia a sintese de outras citocinas.
Elas podem produzir cascatas, ou aumentam ou suprimem a producao de
outras citocinas. Além disso, elas podem frequentemente influenciar a acdo de
outras citocinas (ORTEGA et al.,, 2010). Quimiocinas sao moléculas com
funcdo quimiotatica e sdo agrupadas na grande familia das citocinas. S&o
produzidas por leucécitos e por varios tipos de células teciduais e sao
consideradas moléculas chaves na regulacédo e migracao de leucdcitos para 0s
tecidos lesados, desempenhando fungbes importantes nas diferentes vias dos
processos inflamatérios (BAGGIOLINI et al.,, 2005; GERARD, 2001). As
guimiocinas, quimiotaticas e imuno-modulatorias para células como os
leucécitos, também sao amplificadas pela acao das citocinas, como IL-1 e TNF-
a (LUSTER, 1998). As citocinas, um grupo de proteinas com fungdes celulares
pleiomorficas na inflamacgédo, crescimento e diferenciacdo celular, s&o
classificadas como pro-inflamatorias (como IL-1, TNF-a) ou anti-inflamatérias
(como IL-10) e seus niveis sistémicos podem estar elevados em casos de
insuficiéncia renal aguda devido a um aumento de sua expressao pelas células
renais. Além de modular a resposta inflamatoria, ha evidéncias de sua acdo no
estimulo para apoptose celular na IRA através da interacdo do TNF-a e seu
receptor tipo 1 (CUNNINGHAM et al., 2002).

Umas das primeiras citocinas envolvidas com o inicio da inflamacéo é a
interleucina 1 (IL-1). Esta citocina promove o recrutamento e transmigracao de
leucécitos e estabelece um microambiente adequado ao desenvolvimento da
inflamacao. A isoforma IL-1B , assim como fator de necrose tumoral- a (TNF-a)
causam aumento na expressao de moléculas de adesao celular, contribuindo
para a adesdo e transmigracdo dos leucocitos no endotélio (SMITH, 2007).
TNF-a atua promovendo a inflamagdo, apoptose e acumulo de matriz
extracelular, reduzindo o fluxo sanguineo glomerular e danificando a barreira
de filtracdo glomerular, levando ao desenvolvimento de albumindria
(SANCHEZ-NINO et al., 2010). A interleucina-8 (IL-8) pertence ao grupo das
guimiocinas C-X-C e é produzida por diferentes tipos de células. Sua principal
funcdo biologica € induzir a migracdo de células efetoras, principalmente os
neutroéfilos para os tecidos adjacentes (NIEMIR et al., 2004; SWENSSON et al.,

1991). A indugdo da expresséo da interleucina-6 foi observada em casos de
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insuficiéncia renal aguda em humanos e em modelos animais (SIMMONS et
al., 2004; VAIDYA et al., 2003; NECHEMIA-ALBERLY et al., 2008). A IL-6 &
caracterizada por seus efeitos pleiotrépicos e regula véarios aspectos da
resposta imune, reacbes de fase aguda e hematopoiese. Contribui para o
aumento da expressao de moléculas de adesédo, auxiliando na migracdo de
leucécitos para a regido lesionada. Apresenta uma forte relacdo com o TNF-a
(NECHEMIA-ALBERLY et al., 2008).

As quimiocinas, entre elas as da familia CC (CCL-2/MCP-1) e CXC
(CXCL1) tém sido reconhecidas como importantes mediadores na infeccdo. As
quimiocinas CXC séo produzidas por células epiteliais dos tubulos renais em
humanos e séo relatadas como indutoras do deslocamento de neutrofilos
polimorfonucleares, promovendo inflamacao intersticial nas infec¢cdes renais
(GRAHAM et al., 2009; HUNG et al., 2006).

Processos inflamatérios mediados por citocinas tém sido implicados na
patogénese da insuficiéncia renal aguda, em que ocorre uma lesédo de células e
dos tecidos associadas com a liberacdo de alguns mediadores que podem
iniciar um processo de inflamacdo (AKCAY et al., 2009; ORTEGA et al., 2010).

Toxinas com atividade enzimatica, especialmente proteases e
fosfolipase A2, sdo conhecidas por iniciarem processos inflamatorios que
envolvem a geracdo de citocinas proé-inflamatérias e mediadores vasoativos,
resultando em alteragcbes hemodindmicas sistémicas e renal. Uma série de
citocinas pré-inflamatérias e mediadores inflamatérios séo liberados apds
exposicdo a toxinas com atividade enzimatica (CHISARI et al., 2008; SITPRIJA,
2008). As manifestacdes renais decorrentes de envenenamento por toxinas
animais, que sao geralmente agudas, resultam principalmente destes efeitos
enzimaticos. Todas as estruturas renais podem ser afetadas e um processo de
necrose tubular € comum (LUCIANO et al.,, 2004; CHAIM et al.,, 2006).
Processo inflamatorio mediado por citocinas inflamatérias tem sido implicado
na patogénese da lesdo renal aguda e doenca renal crbnica, em que células
endoteliais e tecidos danificados estdo associados com a liberagdo de alguns
mediadores que podem iniciar a cascata inflamatéria. Diferentes padrdes de

expressdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias caracterizam o
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guadro de insuficiéncia renal aguda (IRA), glomerulonefrite e estagios finais da
doenca renal. A ativacdo de células epiteliais e endoteliais resultam na supra-
regulagéo de uma variedade de quimiocinas e citocinas, incluindo, mas néo se
limitando a, IL-1, IL-6, IL-8, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1)
(MUNSHI et al.,, 2011) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (SANCHEZ-
NINO et al.,, 2010; ORTEGA et al., 2010). O papel que estas respostas
celulares precoces desempenham no agravamento da funcéo renal ainda néo
foi determinado. Elevados niveis plasmaticos de IL-6, IL-8 e IL-10 em pacientes
com lesao renal aguda estao relacionados com maiores indices de mortalidade
durante internacdo hospitalar (SIMMONS et al., 2004). Em modelo de faléncia
renal aguda nefrotoxica por maleato observou-se aumento na expressao da
guimiocina CCL-2 sérica (MCP-1), indicando que a quimiocina CCL-2 é um
marcador de IRA (MUNSHI et al., 2011; ORTEGA et al., 2010; AKCAY et al.,
2009; ). KRASNA e colaboradores (2009) demonstraram que ha um aumento
na expressao das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 tanto por

células endoteliais e epiteliais apds lesao por isquemia-reperfusao.

Em DE SOUZA e colaboradores (2008) foi reportado um acidente com
aranha do género Loxosceles ocorrido com homem de 26 anos em que foi
possivel observar por meio de técnica de ELISA aumento na expressao de
proteinas sanguineas referentes as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a no
dia em que ocorreu o acidente (dia 1). Em cultivo celular de fibroblastos
humanos incubados com fosfolipase D isoforma 1 de L. reclusa foi
demonstrado um perfil de genes supraregulados associados a patofisiologia da
PLD, dentre eles estéo as citocinas humanas IL-1p3, IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL2
e CCL5. O aumento de expressdo de mRNA levou a um aumento na expressao
de proteinas referentes as citocinas mencionadas, atingindo um pico na
expressao apoés 5 horas de incubacédo com a PLD de L. reclusa (DRAGULEYV et
al., 2006). Em sobrenadante de cultivo celular de queratinécitos expostos ao
veneno total de L. gaucho foi possivel detectar expressdo de TNF-a apds 6 e
12 horas de incubac&o pelo método de ELISA (MALAQUE et al., 1999). Em um
modelo animal de lesdo renal por isquemia/reperfusdo foi demonstrado
aumento significativo na expressdo de mRNA de IL-6 apos 4 horas de
reperfusdo (KIELAR et al., 2005; SANG-KYUNG et al., 2006) e aumento na

41



expressao de mRNA de IL-1B8 e TNF-a apés 24 horas de reperfusao por meio
da técnica de PCR quantitativo tempo real (SANG-KYUNG et al., 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes

Os sais utilizados foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O
meio de cultura Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) e soro fetal
bovino foram adquiridos da Cultilab (Campinas, Brasil). Anestésico Ketamine —
Agribands (Paulinia, Brasil) e Xilazina. A Albumina de Soro Bovino (BSA) foi
adquirida da Sigma (St. Louis, MO, USA). Os oligonucleotideos utilizados nas
reacbes de PCR tempo real foram produzidos sob encomenda pela IDT
(Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa). Os reagentes para as reagoes
de PCR tempo real foram adquiridos da Life Technologies Corporation (USA).
A outros reagentes que se fizeram necessario, foram obtidos de fornecedores

confiaveis como Gibco, Amersham, Merck, Bio-Rad Laboratories, entre outros.

4.2 Animais

Foram utilizados neste estudo ratos Wistar machos adultos, pesando
aproximadamente 180-200 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR. Os animais foram mantidos no biotério do Setor de
Ciéncias Biolégicas da UFPR em ciclos de 12 horas claro-escuro, com livre
acesso a agua e racdo. Os experimentos envolvendo animais foram aprovados
pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) (certificado 741).
Este projeto faz parte de um grande projeto de pesquisa: Biodiversidade,
toxinas e aplicacbes biotecnolégicas, sob coordenacdo do professor Silvio
Sanches Veiga (Certificado n°247).

4.3 Expressdao das proteinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl

As toxinas utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de uma
biblioteca de cDNA das glandulas produtoras de veneno das aranhas
Loxosceles intermedia e Loxosceles gaucho, como descrito em CHAIM e
colaboradores (2006) e MAGALHAES e colaboradores (2013). As proteinas
recombinantes foram expressas a partir de construcdes de proteinas de fuséo

com cauda “6x His-Tag” na regido N-terminal. Cepas de E. coli BL21 (DES3)
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pLysS (Invitrogen) foram transformadas por método quimico com as
construcdes LiRecDT1 e LgRecl todas em vetor de expressao pET-14b. As
bactérias quimiocompetentes foram ressuspendidas em 1 mL de meio SOC
(triptona 20 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; KCL 2,5 mM; MgCl, 10
mM; MgSO,4 10 mM; glicose 0,2 M) a 37°C por 1 hora sob agitacdo de 200 rpm.
Os clones transformados foram selecionados em meio LB-agar (luria-bertani-
agar) contendo os antibiéticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34
pug/mL). Uma Unica coldnia de cada construg¢do foi inoculada em 15 mL em
meio LB liquido (ampicilina 100 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL) e incubadas a
37°C por 16 horas. Estas culturas foram inoculadas na diluicdo de 1:100 em
meio de cultura contendo 1000 mL de LB liquido ja acrescido com o0s
respectivos antibidticos. As culturas foram monitoradas pelo método de
determinacdo da densidade optica (D.O.). Quando alcancou-se a D.O. (550
nm) entre 0,4 e 0,5 as bactérias foram induzidas a expressar proteinas
adicionando-se IPTG na concentracao final de 0,05 mM para LiRecDT1 e 1mM
para LgRecl (MAGALHAES et al., 2013). Apé6s 3,5 horas as culturas foram
centrifugadas a 9000 xg por 7 minutos a 4°C e tiveram seus sobrenadantes
descartados. Cada sedimento foi ressuspendido em 10 mL de tampéo de
ligacado (fosfato sddico 50 mM ph 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 10 mM e lisozima
1 mg/mL). As suspensdes bacterianas foram lisadas pelo método da Prensa de
French, a qual lisa as bactérias sob pressdo mecéanica. As proteinas
recombinantes LiRecDT1 e LgRecl foram purificadas por cromatografia de
afinidade em resina Ni+2-NTA agarose e analisadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida 12,5% em condic¢des redutoras (5% de B-mercaptoetanol).

4.3 Cultivo Celular

A linhagem celular renal embrionaria humana HEK-293 (ATCC® CRL
1573) foi obtida da American Type Tissue Culture Colection (Manassas, USA).
As células foram mantidas em Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM,
Cultilab) contendo penicilina/estreptomicina (1000U/mL), suplementado com 10
% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab). As células foram mantidas em estufa

Umida a 37°C, em atmosfera com 5 % de CO,.
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4.4 Ensaio de atividade esfingomielinasica

A atividade esfingomielinasica da fosfolipase D LiRecDT1, LiRecDT1
H12A, LgRecl foi determinada utilizando-se o Amplex® Red Phospholipase D
Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, USA). Neste ensaio, a atividade de
fosfolipase - D é monitorada usando 10 - acetil - 3 ,7 — dihidroxiphenoxazine (
reagente Amplex Red) , uma sonda fluorogénica sensivel para H,0,. Em
primeiro lugar, a fosfolipase hidrolisa esfingomielina & ceramida - 1- fosfato e
colina. A colina é oxidada pela enzima colina oxidase a betaina e H,0..
Finalmente, H,O, na presenca de peroxidase, reage com o Amplex Red numa
estequiometria de 1:1, gerando um produto altamente fluorescente , o
Resorufin (CHAVES-MOREIRA et al.,, 2011). Para mensurar a atividade
fosfolipasica das toxinas LiRecDT1, LiRecDT1 H12A, LgRecl, estas foram
incubadas com o Reagente Amplex Red, em triplicata, a 37°C por 30 minutos.
Foi utilizado como controle positivo o veneno total (10ug), e controle negativo
apenas o Reagente Amplex Red sem a toxina, ambos também em triplicata a
37°C por 60 minutos. A fluorescéncia foi mensurada em espectrofluorimetro
(Tecan Infinite M200, Mannedorf, Switzerland) usando comprimento de onda de

excitacdo em 540 nm e emissdo em 570 nm.

4.5 Metodologia de cultivo celular

As células HEK-293 foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm?,
em meio DEMEM suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB,
Cultilab). As células foram entéo coletadas dos frascos de cultura utilizando-se
tripsina-EDTA (Life Technologies Corporation, USA) até a completa dispersao
da camada de células. A suspensao de células foi centrifugada a 180 x g por 3
minutos e ressuspensa em meio de cultura apropriado. Fez-se contagem das
células em camara de Neubauer e foram plaqueadas na densidade de 1 x 10°
células/mL em placas de 6 pocos e mantidas em estufa umida a 37°C, em

atmosfera com 5 % de CO,, por 24 horas.

No dia seguinte, as células foram lavadas trés vezes com tampéao PBS e
incubadas com a proteina recombinante LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e LgRecl,
todas nas concentragcdes de 50 pg/mL e 100pg/mL. O grupo controle foi

incubado com tampéo PBS. Apos o tratamento, as placas foram mantidas em
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estufa umida a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,, Depois de 6 horas, 12
horas, 24 horas e 48 horas de incubacédo, o meio de cultura de cada poco foi
retirado e as ceélulas foram mantidas em microtubo para a extragdo de RNA

total pelo método de Trizol®.

4.6 Viabilidade celular

Placas de 24 pocos contendo 10° células/mL de HEK-293 tiveram 0 meio
aspirado e foi adicionado as células 300 pL de veneno total de L. intermedia a
50 upg/uL, LiRecDT1 H12A 100 pg/pL, LiRecDT1 50 pg/uL, LiRecDT1 100
Hg/uL, LgRecl 50 pg/uL e LgRecl 100 pg/uL e controle PBS. Apos 6, 12 e 24
horas avaliou-se a viabilidade celular pelo método de Azul de Tripan. Apoés
cada periodo de tratamento as células foram lavadas com PBS, deslocadas da
placa com tripsina 1:10 e ressuspensas em meio de cultura contendo 10% de
SFB. As células permaneceram em meio de cultura com 10% de SFB pelo
tempo de 30 minutos para que pudessem recompor e regenerar a membrana
plasmatica. A seguir adicionou-se o corante Azul de Tripan e as células foram
contadas na Camara de Neubauer em microscépio invertido (Leica). O numero
de células contadas variou de 100 a 150. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A determinacdo da porcentagem de células viaveis foi feita
multiplicando-se o numero total de células viaveis por 100, dividido pelo total de

células contadas (viaveis e ndo-viaveis).

4.7 Extracdo de RNA total

O método utilizado foi o descrito por Chomezynski (1993). Foi extraido o
RNA total das células com o auxilio do reagente Trizol®. As células mantidas
em microtubo foi adicionado 1mL de Trizol® (mantido a 4°C), sendo
homogeneizadas com homogeneizador de tecidos (Tecnal, S&o Paulo, Brasil).
Ap6s 5 minutos em temperatura ambiente para a completa dissociagdo dos

complexos de nucleoproteinas, foram adicionados 200 uL de cloroférmio. Os
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microtubos foram vigorosamente agitados por 15 segundos e centrifugados a
20.000 xg por 20 minutos a 4°C. ApoOs a centrifugacdo, a fase aquosa
sobrenadante contendo RNA foi transferida para um novo microtubo. Para a
precipitacdo do RNA foram adicionados 500 pL de isopropanol e os tubos
mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos. As amostras foram
centrifugadas (20.000xg, 30min, 4°C), o sobrenadante foi descartado e 1 mL de
etanol 75% foi adicionado para lavar o pellet de RNA, procedendo-se nova
centrifugacéo por 5 minutos. Apos retirada do sobrenadante, os microtubos sao
abertos em fluxo laminar, imersos em gelo, até secar o pellet que sera
ressuspendido em 36 uyL de &gua ultrapura tratada com DEPC

(dietilpirocarbonato).

4.8 Quantificacao e integridade do RNA total extraido

A quantificagdo das amostras de RNA foi realizada por
espectrofotdmetro NanoVue Plus® (GE Healthcare). A razdo das absorbancias
260nm/280nm € usada para avaliar a pureza da amostra em RNA (razdo acido
nucléico/proteina). Para determinar a integridade do RNA extraido, foi realizada
eletroforese em gel agarose 1% com brometo de etidio em tamp&do TAE em
cuba horizontal. Apés a corrida, os géis foram fotografados para a avaliacao
das regides 18S e 28S do RNA ribossomal e registro da imagem feita sob luz
ultravioleta e com auxilio do programa ChemiDoc TM MP System sera

realizada a densitometria das bandas. O RNA isolado foi armazenado a —80°C

até o momento de sua utilizacao.

4.9 Desenho de oligonucleotideos sense e antisense especificos
para as citocinas e quimiocinas alvo

Foram desenhados oligonucleotideos especificos sense e antisense
para a amplificacdo do cDNA das citocinas interleucina-1B, interleucina-6; e
quimiocinas interleucina-8, quimiocina (C-X-C motif) ligante 1 (CXCL1) e
guimiocina (C-C motif) ligante 2 (CCL2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) e gene de controle interno (GAPDH). A qualidade no desenho dos
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oligonucleotideos apresenta um papel essencial na especificidade das reacdes
de PCR quantitativo em tempo real, com minima formacéo de self-dimer e alta
especificidade pela sequéncia-alvo dédo origem a resultados reprodutiveis e
confidveis. Oligonucleotideos com uma tendéncia para a dimerizagdo e
heterodimerizacdo reduzem significativamente a eficiéncia da reacdo e
comprometem os resultados. O desenho dos oligonucleotideos foi feito com
(Applied Os

oligonucleotideos utilizados nos experimentos de amplificacdo do cDNA dos

auxilio do Software Primer Express Byosystems).

genes mencionados estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de amplificacdo do

cDNA dos genes-alvo

CITOCINAS

SEQUENCIA SENSE

SEQUENCIA REVERSE

TEMPERATURA DE
MELTING
SENSE/ANTISENSE

Interleucina-1p3
(XP_006712559)

5’-CACCTGTACGATCACTGAACTG-3’

5°-ACCACTTGTTGCTCCATATCC-3’

61,9°C/61,8°C

Interleucina-6
(XP_005249802)

5"-AGCCCTGAGAAAGGAGACA-3’

5"-AGCCATCTTTGGAAGGTTCAG-
3’

62,0°C/62,1°C

CXCL-1 5-AATTCACCCCAAGAACATCCAA-3" | 5'- 62,3°C /63,0°C
(NM_001511) GTGTGGCTATGACTTCGGTTTG-3
TNF-a 5-TGGGATTCAGGAATGTGTGG-3" | 5-GTCAGGGATCAAAGCTGTAGG- 61,6°C /61,6°C
(NM_000594) 3
CONTROLE
ENDOGENO
GAPDH 5- 5'-GCCATCACGCCACAGTTTC-3’ 65,4°C /63,2°C

(NM_001256799)

GTGGAAGGACTCATGACCACAGT-3’

4.10 PCR quantitativo em Tempo Real

A andlise quantitativa de PCR em tempo real (RT-gPCR) foi realizada a
fim de avaliar e comparar a expressao relativa dos genes referentes a
interleucinas IL-6, IL-18, quimiocinas CXCL1 e fator de necrose tumoral a na
linhagem celular HEK-293. Para tanto foi utilizado o Kit Power SYBR® Green
PCR Master Mix 2x (AppliedBiosystems). Para detectar a expressao das
citocinas IL-6, IL-1B8, CXCL1e fator de necrose tumoral a e GAPDH (controle
enddgeno) foram utilizados os primers desenhados com auxilio do Software

Primer Express (Applied Byosystems). Cada reacdo em tempo real foi realizada
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utilizando cDNA equivalente a 1ug do RNA total de acordo com as condi¢des
sugeridas pelo fabricante, em um volume final de 20uL. Todas as amostras
foram realizadas em triplicata. Foram submetidos a 50 ciclos de amplificacao
em termociclador para PCR quantitativo em tempo real (AppliedBiosystems
7500 Real-Time PCR System). Para quantificagdo foi empregado o método
AAC,, utilizando GAPDH como padrdo enddgeno para cada amostra. Para os
graficos, AAC; foi normalizado para os controles e expresso em diferenca de
porcentagem. Neste método, férmulas aritméticas sdo usadas para calcular a
expressao relativas dos genes-alvo, comparados com um calibrador, por
exemplo uma amostra controle (ndo-tratada). A normalizacdo com o controle
endogeno e controle negativo (amostra nao-tratada) fornece a expresséo
relativa do gene-alvo dada por 2 *“; onde A ACT= ACt (amostra) - ACt
(amostra ndo-tratada), e ACt é o Ct do gene alvo subtraido do Ct do controle
enddgeno. A equacao representa a expressao relativa normalizada do gene-
alvo em uma amostra desconhecida, relativa a expressdo da amostra nao-
tratada (GIULIETTI et al., 2001).

4.11 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas

As determinagbes de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a foram realizadas em
sobrenadantes de cultura de células HEK-293 no tempo de 6 horas realizadas
por ELISA pelo método de captura, seguindo as especificacdes do fabricante
(Qiagen, Duesseldorf, Germany). Os grupos analisados foram PBS, veneno
total 50 pg/mL, LiRecDT1 100 pg/mL e LgRecl 50 pg/mL. As amostras foram
centrifugadas a 1000 xg por 10 minutos e diluidas 1:2. Em seguida o
experimento seguiu o protocolo conforme o kit colorimétrico Multi-Analyte
ELISArray, da Qiagen. Primeiramente, fez-se a preparacdo de todos o0s
reagentes necessarios. Em seguida, adicionou-se 50 puL de tampao de ensaio
em cada poco da placa, ao qual se somou 50 puL das amostras e controles
positivos e negativos em seus respectivos pocos, seguindo para incubacao da
placa por 2 horas. Apés esse periodo, fez-se adicdo de 100 pL da solucédo de
anticorpos de deteccdo e incubacdo de 1 hora. Foram novamente feitas 3

lavagens, as quais seguiu a adicdo de 100 pL de avidina-PRF (peroxidase de
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raiz-forte) e incubacdo de 30 minutos. Seguiram-se 4 lavagens. Adicionou-se
entdo 100 puL de solucdo de desenvolvimento e apds incubacao de 15 minutos
ao abrigo da luz adicionou-se 100 pL de solucéo de parada da reagdo. As
leituras das reacdes colorimétricas foram realizadas a 450 nm em leitor de
microplacas e a correcdo do comprimento de onda foi feita através da
subtracdo de leituras a 570 nm. O ensaio imunoenzimatico escolhido fornece
uma analise qualitativa e semi-quantitativa da expressdo das proteinas em
sobrenadante de cultivo celular, fornecendo uma comparagéo das amostras
analisadas com o grupo controle (PBS) e o controle negativo calculando-se a

diferenca de densidade Optica.

4.12 Dosagem de ureia e creatinina séricas

A fim de avaliar parametros séricos da funcao renal, coletou-se sangue
de ratos Wistar machos do grupo controle e do grupo tratado via intraperitonial
com 1,0 mg/kg de peso corporal das toxinas LiRecDT1, LiRecDT1 H12A, apos
6 horas, 12 horas e 24 horas de exposi¢do as toxinas. A coleta de sangue foi
realizada através de puncéo cardiaca (sem anticoagulante) apos anestesia dos
animais com Cetamina, Xilazina e Acepromazina (COUTINHO, 1996).

Para a dosagem de creatinina em soro utilizou-se o kit Creatinina
Cinética AA Liquida (Wiener Laboratérios, ARG) cujo principio consiste na
reacdo de Jaffé, que se baseia na formacdo de um cromégeno vermelho,
produto da reacdo da creatinina com o picrato em meio alcalino. A intensidade
de cor é diretamente proporcional a concentracdo de creatinina. A leitura
espectrofotométrica foi realizada no comprimento de onde de 500 nm (KAPLAN
E PESCE, 1996; HENRY 2001; KUSMA et al., 2008).

A dosagem de ureia sérica (Urea UV Cinética AA Liquida, Wiener
Laboratorios, ARG) baseia-se no método indireto em que se mede a amdnia
criada a partir da ureia pela enzima urease. A enzima urease hidrolisa ureia em
amoénia e diéxido de carbono. Ao combinar aménia com 2-oxoglutarato e
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) reduzido, a enzima glutamato

desidrogenase (GLDH) oxida NADH em NAD+. A leitura espectrofotométrica foi
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realizada no comprimento de onde de 340 nm. A diminuicdo da absorbancia é
proporcional a concentracédo de ureia na amostra (KAPLAN E PESCE, 1996;
HENRY 2001; KUSMA et al., 2008).

4.13 Perfil urinério

Foi coletada urina com auxilio de uma micropipeta apds leves
massagens na regidao abdominal de ratos Wistar machos (Ensaio piloto- 2
animais por grupo) que receberam por via intraperitonial 0,5 mg/kg e 1,0 mg/kg
de peso corporal das toxinas LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A, apds 6 horas, 12
horas, 24 horas e 48 horas de exposicao a toxina. Como controle negativo do
experimento foi inoculado PBS. Usou-se tira reativa Combur-Test® (F.
Hoffmann-La Roche, Suica) (KUSMA et al., 2008) em Analisador Urisys 1100®.

4.14 Pesquisa de proteinuria

A fim de avaliar alteracdes da funcéo renal, o conteudo proteico da urina
dos animais do grupo controle e dos grupos tratados foi avaliado. A dosagem
da concentracéo de proteinas totais na urina dos animais foi realizada por meio
do método de Azul de Coomassie, adaptado de BRADFORD (1976). O método
baseia-se na diferenca de coloracdo em que o Azul de Coomassie pode
apresentar. Ao ligar-se a proteinas, o reativo passa da coloracédo vermelha para
azul. A leitura da absorbancia foi feita em comprimento de onde de 610 nm em
leitor de leitor de placas de 96 wells (Meridian ELX 800). A curva padréo foi
construida com diferentes concentracdes (0 pg/mL — 200 pg/mL) de soro de
Albumina Bovina (BSA) e as amostras foram diluidas para entrarem na regiédo
de linearidade da curva. Os pontos da curva e as amostras foram lidos em
duplicatas. Foram realizadas eletroforeses em géis de poliacrilamida (SDS -
PAGE) com concentracdo de 15% de acrilamida em condi¢cBes redutoras e
corados com Azul de Coomassie com a urina dos ratos tratados com o objetivo
de confirmar a presenca da alta concentracdo de proteinas na urina de ratos
tratados com a toxina dermonecroética recombinante LiRecDT1 de forma
concentracdo dependente e a auséncia de proteindria nos ratos do grupo

tratado com a toxina dermonecroética recombinante LiRecDT1MH12A.
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4.15 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando analise de variancia
(ANOVA) sendo as médias comparadas utilizando o teste Tukey, por meio do
software GraphPad Instat (versdo 3.0 / Windows 2000). Os valores + desvio
padrao (SD) (ensaios in vitro) e erro padrdo da média (SEM) (ensaios in vivo)
foram utilizados (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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5. RESULTADOS

A fim de se determinar e quantificar a atividade esfingomielinasica das
toxinas recombinantes LiIRecDT1 e LgRecl; estas foram submetidas ao ensaio
de atividade fosfolipase-D utilizando-se o Amplex® Red Phospholipase D Assay
Kit (Molecular Probes, Eugene, USA). O objetivo deste ensaio foi de determinar
e comparar a atividade enzimética das toxinas recombinantes expressas
LiRecDT1 e LgRecl, a fim de garantir que estivessem ativas para 0 Uso nos
ensaios biolégicos. O resultado estd demonstrado na figura 2, onde verificamos
gque a LiRecDT1 e LgRecl foram capazes de hidrolisar a esfingomielina.
Podemos observar que a atividade esfingomielinasica da LgRecl € maior do
gue da toxina LiRecDT1. Em estudo comparativo feito (BARBARO et al., 1996)
com o veneno total de L. intermedia e L. gaucho, demonstrou-se que o veneno
de L. gaucho apresenta maior atividade dermonecrética quando comparado ao
veneno de L. intermedia. Quando comparadas as atividades
esfingomielinasicas dos venenos de L. intermedia e L. gaucho, demonstrou-se
gue ambos os venenos apresentam atividade esfingomielinasica e que esta &
similar entre os venenos comparados, sendo que o veneno de L. gaucho
apresenta uma atividade ligeiramente superior ao veneno de L. intermedia
(BARBARO et al., 2005). Pode-se observar ainda que a toxina LiRecDT1 H12A
apresenta atividade esfingomielinasica muito reduzida (CHAIM et al., 2011).
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ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA
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FIGURA 3: ENSAIO DE ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA DAS TOXINAS RECOMBINANTES
LiRecDT1 e LgRecl. A atividade esfingomielinasica foi avaliada através do kit Amplex® Red
Phospholipase D Assay Kit a 37°C por 60 minutos, sendo o produto da reacdo determinada em
540nm, com deteccdo de emissdo a 590nm. O experimento foi realizado em triplicata e os valores
dados pela média + SEM expressos em porcentagem. A significancia & definida como ***p <
0,001.

Ap6s demonstrar que as proteinas estavam ativas (LiRecDT1 e
LgRecl), foram realizados ensaios a fim de avaliar a expresséo de citocinas e
guimiocinas frente ao tratamento das células HEK-293 com as toxinas veneno
total 50 pg/mL, LiRecDT1 50 pg/mL e 100 pg/mL, LiRecDT1 H12A 100 pg/mL e
LgRecl 50 pg/mL e 100 pg/mL e PBS. A toxina LiRecDT1 H12A foi utilizada
com o intuito de avaliar se a sua ligacdo a membrana plasmatica poderia
induzir as células tratadas a expressar as citocinas e quimiocinas estudadas e
se 0s possiveis efeitos da LiRecDT1 eram relacionados a sua atividade
catalitica. A toxina LiRecDT1 H12A sofreu uma mutacdo sitio dirigida na

enzima LiRecDT1, que resultou na substituicdo da histidina presente no sitio
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ativo catalitico por uma alanina, originando a isoforma LiRecDT1 H12A. Esta
toxina mutada apresenta uma reducao drastica da atividade esfingomielinasica
e uma capacidade reduzida em causar dermonecrose em pele de coelhos
(Chaim, Da Silveira et al., 2011). O PBS foi utilizado como controle negativo,
uma vez que é o veiculo, e 0 veneno total permite a comparacdo entre os
efeitos de uma mistura complexa de toxinas com os efeitos das toxinas
recombinantes LiRecDT1 e LgRecl isoladas. Apés 6, 12 e 24 horas de
incubacéo, foi extraido o RNA total das células da linhagem celular HEK-293
pelo método de TRIzol® (CHOMCZYNSKI, 1993).

O gel de agarose do RNA extraido apresentou duas bandas bem
definidas referentes aos RNAs ribossomicos 18S e 28S (PROMEGA RNA
Analysis Notebook). No perfil da eletroforese do RNA total (figura 4) pode-se
observar a presenca de bandas de pouca intensidade, visualizadas como um
borrdo, que correspondem aos RNAs mensageiros. A andalise do gel de
agarose demonstrou que o RNA extraido estava integro para a execucao dos
experimentos.O RNA total foi entdo dosado e avaliou-se a razdo 260/280, a
gual indica o grau de pureza da amostra em relacdo a contaminantes proteicos.
A razdo 260/280 quando superior a 1.8, foi considerada ideal para realizar o
experimento, segundo Sambrook e Russel (2001).

6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
| | | |
[ 1 | [ 1 I

123 4 567 1 23 45 1234567 12345

FIGURA 4: AVALIACAO DA QUALIDADE DO RNA APOS EXTRACAO PELO METODO DE
TRIZOL. RNA total extraido da linhagem HEK-293. Os tempos de 6 e 24 horas abrangem os
tratamentos em sequéncia (1-7) PBS, veneno 50 pug/mL , LiRecDT1M H12A 100ug/mL, LiRecDT1
50 pg/mL, LIRecDT1 100ug/mL, LgRecl 50 pg/mL e LgRecl 100ug/mL Os tempos de 12 e 48
horas compreendem os tratamentos com PBS, veneno 50 pg/mL, LiRecDT1M H12A 100ug/mL
,LIRecDT1 50 pg/mL e LIRecDT1 100ug/. Gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo.
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Em seguida, foram realizados testes para padronizar e otimizar 0s
ensaios de PCR quantitativo Tempo Real. Para tal, optou-se pela utilizagdo do
kit Power SYBR Green RNA-to-Ct 1-Step Kit, que possibilita quantificar o
RNAmM em apenas um passo, ndo sendo necessaria a producao prévia de DNA
complementar, o0 que aumenta a reprodutibilidade e sensibilidade das analises.
Assim, o RT-PCR e o gPCR Tempo Real séo realizados em uma mesma

reacao de PCR, sendo o RNA total utilizado como molde para essa reacao.

Entdo, a fim de quantificar o RNAm referente as interleucinas IL-1(3, IL-6,
guimiocina CXCL1 e fator de necrose tumoral a foram realizados ensaios de
PCR quantitativo em Tempo Real utilizando as concentracbes de
oligonucleotideos e RNA padronizadas. A padronizacdo referente as
concentragcbes de oligonucleotideos testadas (200 nM, 400 nM e 600 nM)
demonstrou que a concentracdo de 400 nM apresentava uma amplificacdo
mais especifica e eficiente. Para padronizar a concentracdo de RNA total,
testou-se as concentragcdes de 10 ng, 50 ng, 100 ng e 1 pg. A concentracao de
100 ng demonstrou ser a melhor concentracdo para as reacdes de
amplificacdo. Para quantificacdo, o método de escolha foi por comparacao do
C: (cycle threshold). O método comparativo C; (AAC) demonstra a quantidade
relativa do alvo nas amostras. Para tanto, o método considera a amplificacdo
do alvo, controle endégeno e amostra referéncia. Em ciclos de amplificacéo, C;
(cycle threshold) € o nivel de fluorescéncia acima da linha de base e no interior
da regido de crescimento exponencial, momento no qual a fluorescéncia é
maior que o background. Os resultados s&o normalizados utilizado o controle
enddgeno, nesse caso 0 gene enddgeno GAPDH. Desse modo é possivel
determinar a quantidade relativa do alvo em cada amostra (GIULIETTI et al.,
2001).

As figuras 5-8 representam os graficos referentes a expressdo dos
genes de interleucinas, IL-1B, IL-6, quimiocinas CXCL1 e fator de necrose
tumoral a na linhagem celular HEK-293. Na figura 5 temos o gréafico referente a
expressédo de IL-1B. Apds 6 horas de incubacao, a expressdo de RNAm de IL-

18 nas células expostas ao veneno total aumentou cerca de 20 vezes,
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LiRecDT1 50 pg/mL e 100 pg/mL demonstraram um aumento de 8 e 6 vezes
respectivamente em relagcdo a amostra controle mantida em PBS. Podemos
observar que houve um aumento na expressao de IL-1B de sete vezes no
tempo de 12 horas nas células HEK-293 incubadas com LiRecDT1 H12A . A
exposicao a toxina LiRecDT1 nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL induziu
aumento na expressdao de IL-1B em torno de doze e duas vezes
respectivamente. Esse aumento da expressao da interleucina-1 foi significante
guando utilizados veneno total, LiRecDT1 H12A e LiRecDT1 50 e 100 pg/mL
de nos tempos de 6 e 12 horas. 24 horas apds a exposi¢cdo, 0s niveis de
expressao de IL-1B cairam novamente, sendo esses inferiores ao controle com
PBS. Quando tratado com a LgRecl foi possivel observar um aumento
significativo na expresséo de IL-13 6, 12 e 24 horas apdés o tratamento com 50
e 100 pg/mL da toxina. Ap6s 12 horas, assim como ocorreu com a toxina
dermonecrotica de L. intermedia, houve queda da expressdo de IL-1B nas
células incubadas com 50 pg/mL de LgRecl, porém ndo quando incubadas

com 100 pg/mL de LgRecl.

IL-1B
30+
. E3 PBS
S E3 VENENO 50 pg/mL
5 20 H E3 LiRecDT1 H12A 100 ug/mlL
o . D LiRecDT1 50 ug/mL
@ LiRecDT1 100 pg/mL
£ 107 H LgRect 50 ug/mL
i LgRec1 100 pg/mL
olmb neal ,
\bo@% qu-"% \bo@%
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FIGURA 5: EXPRESSAO RELATIVA DE IL-1B. Anélise por PCR quantitativo em Tempo Real
dos niveis de interleucina-1p na linhagem HEK-293 em 6, 12, 24 horas apds o tratamento
com veneno total, LiRecDT1IM H12A 100 pg/mL, LiRecDT1 50 e 100 pg/mL e LgRecl 50 e
100 pg/mL. Para quantificagdo foi empregado o método AACt, utilizando GAPDH como
padrdo endégeno para cada amostra. Para os graficos, AACt foi normalizado para os
controles. Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pés teste
de Tukey (n=5), foram realizado um experimento Unico (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Quando avaliamos a expressao relativa do fator de necrose tumoral-alfa
frente aos tratamentos com veneno total, LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A (figura
6) observamos, apdés 6 e 24 horas, que o TNF-a apresenta um aumento
significativo quando comparado com a célula tratada com o controle negativo
PBS. Em 6 horas de tratamento foi possivel detectar aumento de seis vezes
na expressao de TNF-a para as células incubadas com veneno, oito vezes
para as células que receberam LiRecDT1 H12A e cerca de 4 vezes para as
células que estiveram em contato com LiRecDT1 100 pg/mL. Ao final de 24
horas, € possivel observar um aumento superior a vinte e cinco vezes na
expressdo de RNAmM do fator de necrose tumoral-a frente a todos os
tratamentos a que foi submetido. Quando as células foram submetidas ao
tratamento com LgRecl (figura 6), foi possivel observar um aumento da
expressdo de TNF-a apos 12 horas de tratamento com a concentracdo mais
alta da toxina. Assim como a LiRecDT1, os niveis de expressdo de TNF-a

cairam apo6s 24 horas de tratamento.

TNF-a

PBS

VENENO 50 pg/mL
LiRecDT1 H12A 100 pg/mL
LiRecDT1 50 pug/mL
LiRecDT1 100 pg/mL
LgRec1 50 pg/mL

LgRec1 100 pg/mL
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FIGURA 6: EXPRESSAO RELATIVA DE TNF-a. Analise por PCR quantitativo em Tempo Real
dos niveis de fator de necrose tumoral alfa na linhagem HEK-293 em 6, 12, 24 horas ap6s o
tratamento com veneno total, LiRecDT1M H12A 100 pg/mL e LiRecDT1 50 e 100 pg/mL e
LgRecl 50 e 100 pg/mL. Para quantificagédo foi empregado o método AAC, utilizando GAPDH
como padrao enddgeno para cada amostra. Para os graficos, AACt foi normalizado para os
controles. Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pés teste
de Tukey (n=5), foram realizado um experimento Unico (***p<0.001).
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Em relagcdo a quimiocina (C-X-C motif) ligante 1 (CXCL1) podemos
observar diferenca significativa de CXCL1 quando tratada com veneno total,
toxina mutada, LiRecDT1 100 pg/mL e LgRecl para as duas concentracdes
usadas no tempo de 6 horas. Observou-se resultado similar para o tempo de
12 horas, porém nao houve diferenca na expressao relativa para as duas
concentracfes usadas da toxina LiRecDT1. Para o tempo de 24 horas
podemos observar aumento na expressdo relativa de CXCL1l quando as
células foram expostas ao veneno total, LiRecDT1 100 pg/mL e LgRecl 100
ug/mL no tempo de 24 horas (figura 7). Apds 24 horas de tratamento com
veneno total e LiRecDT1 100 pug/mL pode-se observar aumento na expressao
relativa superior a 100 e 90 vezes respectivamente quando comparadas ao
tratamento controle. Quando as células foram incubadas com a LgRec1 houve
aumento da expressao da CXCL1 em todos os tempos de tratamento (figura 8).
Nos tempos de 6 e 12 horas houve diferenca na expressdo de CXCL1 nas
duas concentracbes de LgRecl usadas, diferente do que foi observado no
tempo de 24 horas em que houve aumento de expressao relativa somente

guando as células foram expostas a maior concentracdo da toxina.
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FIGURA 7: EXPRESSAO RELATIVA DE CXCL-1. Analise por PCR quantitativo em Tempo Real
dos niveis de fator de CXCL-1 na linhagem HEK-293 em 6, 12, 24 horas ap6s o tratamento
com veneno total, LiRecDT1M H12A 100 pg/mL, LiRecDT1 50 e 100 pg/mL e LgRecl 50 e 100
pg/mL. Para quantificagdo foi empregado o método AACH, utilizando GAPDH como padrao
endogeno para cada amostra. Para os graficos, AACt foi normalizado para os controles. Os
dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pés teste de Tukey
(n=5), foram realizado um experimento Unico (***p<0.001).
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Ao analisar a expressao da interleucina-6, pode-se observar que houve
diferenca significativa de expressdo apos 6, 12 e 24 horas de exposicao ao
veneno total. No tempo de 12 horas ha aumento na expressao relativa superior
a doze vezes. Quando incubadas com LiRecDT1, observou-se aumento na
expressdo de IL-6 no tempo de 12 horas. Para as duas concentracdes
avaliadas. O tratamento com LgRecl demonstrou aumento na expressao
relativa da IL-6 para as duas concentracdes escolhidas, exceto para o tempo
de 24 horas em que se observou diferenca na expressao para a concentragéo
de 100 pg/mL.

20+
B3 PBS

E3 VENENO 50 pg/mL

B LiRecDT1 H12A 100 pg/mL
D LiRecDT1 50 ug/mL
LiRecDT1 100 ug/mL
LgRec1 50 pg/mL

LgRec1 100 pug/mL
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FIGURA 8: EXPRESSAO RELATIVA DE IL-6. Andlise por PCR quantitativo em Tempo Real dos
niveis de fator de IL-6 na linhagem HEK-293 em 6, 12, 24 horas apés o tratamento com veneno
total, LiRecDT1 H12A 100 pg/mL, LiRecDT1 50 e 100 pg/mL e LgRecl 50 e 100 pg/mL. Para
guantificacado foi empregado o método AACt, utilizando GAPDH como padrdo endégeno para
cada amostra. Para os graficos, AACt foi normalizado para os controles. Os dados obtidos
foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pés teste de Tukey (n=5), foram
realizado um experimento Unico (***p<0.001).

Nas reacOes de PCR as amplificacdes se dao de maneira exponencial e
ao final da ciclagem alcangam um platd. A quantificacdo pelo método Ct (cycle
threshold) € definido como o ciclo da reacdo de PCR no qual o sinal
fluorescente do corante sinalizador ultrapassa uma linha arbitraria denominada

limiar. O limiar € delimitado na fase exponencial de amplificacdo, acima do
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ruido de fundo e abaixo da fase de platé da reacdo de PCR. O valor numérico
do Ct é inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito de
interesse, quanto menor o valor de Ct, maior a quantidade inicial do transcrito
na amostra (SAMBROOK e RUSSEL, 2001; GIULIETTI et al., 2001). A tabela a
seguir (2) demonstra resumidamente a diferenca de expresséo dos genes-alvo
(+) em relacéo ao controle e o simbolo (-) refere-se ao fato de que ndo houve

diferenca de expressdo quando comparado ao controle.
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Tabela 2: Quadro representativo da expresséo dos genes-alvo comparados ao controle PBS analisados por gPCR no tempo de 6,

12 e 24 horas.

Veneno total

H12A

P1 50 pug/mL

P1 100 pg/mL

LgRec1 50
pug/mL

LgRec1 100
pug/mL

RNA

6 h

IL-1B

IL-6

+

TNF-a

CXCL1

+ |+ |+ |+

12h

IL-1B

IL-6

TNF-a

CXCL1

24h

IL-1B

IL-6

+ |+ |+ [+ [+ |+ |+

TNF-a

CXCL1
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A deteccdo e quantificacdo da expresséao das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-
a foram feitos por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Tabela 3). Na
figura pode-se observar os resultados da analise realizada com o sobrenadante
das células HEK-293 expostas a veneno total 50 pg/mL, LiRecDT1 100 pg/mL
e LgRecl 50 pg/mL apés 6 horas de exposicdo. Foram determinadas as
diferencas de densidade o6ptica (D.O.) dos grupos expostos as toxinas
comparados ao grupo controle PBS. Para a citocina IL-18 houve aumento
superior a 2 vezes quando comparadas as densidades opticas entre 0os grupos
veneno, LiRecDT1 e para o grupo LgRecl observou-se aumento superior a 4
vezes quando comparado ao grupo controle PBS. Para a citocina IL-6 houve
aumento superior a 2 vezes quando comparadas as densidades Opticas entre
0S grupos veneno, e superior a 3 vezes para os grupos LiRecDT1 e LgRecl
gquando comparados ao PBS. Observamos aumento na expressao da citocinas
IL-8 frente ao veneno e as toxinas LiRecDT1 e LgRecl. Para o TNF- a
observou-se aumento superior a 1 vez para o0 veneno e LiRecDT1 e superior a
2 vezes para a toxina LgRecl quando comparado ao controle PBS no tempo
de 6 horas. Por meio da técnica de PCR quantitaivo Tempo Real foi possivel
demonstrar aumento na expressdo de mRNA para IL-1p no tempo de 6 horas
para células expostas ao veneno total, LiRecDT1 e LgRec1 100 pg/mL, para IL-
6 houve aumento na expressdo de mRNA para células expostas ao veneno
total e LgRecl 100 pg/mL e para TNF-a demonstrou-se aumento na expressao
de mRNA guando as células foram expostas ao veneno total e LiRecDT1 100
pHg/mL. O ensaio imunoenzimatico demonstrou que o mMRNA transcrito foi
traduzido em proteina para os genes-alvo avaliados e estas proteinas foram
detectadas em sobrenadante de cultivo celular. Assim, pode-se confirmar que o
aumento de expressdao de mRNA resultou em sintese de proteinas para o

tempo avaliado.
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TABELA 3: Diferenca de expressdo do nivel de citocinas pelas células HEK-
293 de cada grupo analisado apds 6 horas de exposicdo. A relacao foi
calculada pela relagéo de D.O. com o controle PBS.

CONTROLE RELACAO DE . RELACAO DE RELACAO DE
NEGATIVO PBS |VENENO D? o. LiRecDT1 ; o LgRecl ; o
IL-1B 0,035 0,023 | 0,056 2,43 0,068 2,95 0,112 4,86
IL-6 0,017 0,012 | 0,028 2,33 0,038 3,16 0,038 3,16
IL-8 0,037 0,016 | 0,038 2,375 0,048 3,00 0,044 2,75
TNF-a 0,043 0,03 0,052 1,73 0,046 1,53 0,073 2,43

Em seguida foi avaliada a viabilidade celular pelo método de excluséo
com o azul de Tripan. A figura 9 mostra que houve diminuicdo significativa na
viabilidade celular quando as células foram expostas ao veneno total apds o
tempo de 6 horas e 12 horas quando comparadas ao controle PBS. A
fosfolipase D de L. intermedia 100 pg/mL diminuiu a viabilidade celular das
células HEK-293 em cultivo no tempo de 6 horas. Quando expostas a toxina
LgRecl 50 pg/mL ha diminuicdo na viabilidade no tempo de 6 horas. Para
LgRecl 100 pg/mL observa-se diminuicdo na viabilidade celular para o tempo
de 24 horas. Os resultados apresentados demonstram que as toxinas
LiRecDT1 e LgReclapresentam atividade citotoxica para a linhagem HEK-293.
Sabe-se que LiRecDT1 liga-se diretamente a membrana celular, causando
formacdo der vacuolos citoplasméticos, alteracdes morfolégicas e apresenta
atividade citotdxica direta concentracdo e tempo-dependente (CHAIM et al.,
2006). O efeito citotéxico das toxinas aqui demonstrado (figura 9) parece estar
sendo revertido por métodos biolégicos como renovacéo celular e o efeito da

inflamac&o sobre o reparo ao dano tecidual.
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VIABILIDADE CELULAR
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FIGURA 9: VIABILIDADE CELULAR. Células da linhagem HEK-293 expostas ao veneno total,
LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e LgRecl por 6, 12 e 24 horas foram coradas com azul de tripan.
Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pds teste de Tukey

(n=3), foram realizados dois experimentos independentes (*p<0,05).

Com o objetivo de avaliar a nefrotoxicidade em modelo animal (ratos
Wistar machos) foi primeiramente analisada a composi¢éo bioquimica da urina
dos animais frente a aplicagdo por via intraperitonial de 1,0 mg/kg de peso
corporal das toxinas LiRecDT1 e LiRecDT1M H12A e 0,5 mg/kg de veneno
total. Para o controle do experimento usou-se o tampéo PBS. Apés 6 horas, 12
horas, 24 horas de exposicdo as toxinas, a urina foi coletada e a composicdo
bioquimica analisada por tiras reativas Combur-Test® (Roche, Switzerland).
As tabelas 4-6 mostram o perfil urinario dos animais tratados.

Foi também avaliado o perfil urinario dos animais tratados com a
LiRecDT1 1,0 mg/kg e LiRecDT1 H12A 1,0 mg/kg, 0,5 mg/kg de veneno total e
grupo controle. Apos 6 horas de tratamento foi observada hematiria e
hemoglobinuria em dois animais tratados com LiRecDT1 1,0 mg/kg e presenca
de leucdcitos (leucocituria) em 4 dos animais expostos a fosfolipase D de L.
intermedia (tabela 4). A presenca de eritrocitos integros na urina foi feita por
meio de microscopia de luz. Quando expostos ao veneno total (tabela 5), os

animais apresentaram hematuria, hemoglobinuria e leucocituria, e perfil de
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aumento de proteinas na urina (proteindria) se comparado com o controle
negativo PBS. Os animais que receberam a toxina recombinante LiRecDT1
H12A apresentaram um perfil urinario semelhante ao grupo controle.

Apdés 12 horas de tratamento torna-se evidente a presenca de sangue,
leucécitos e glicose na urina dos animais que receberam LiRecDT1 e veneno
toal se comparados ao controle (tabela 5). Dois animais do grupo LiRecDT1
H12A apresentaram hemoglobindria. Os animais tratados com LiRecDT1 e
veneno total apresentaram sangue, leucdcitos e glicose aumentados na urina
(tabela 6) apdés 24 horas de exposicdo. Os animais que receberam a toxina
recombinante LiRecDT1 H12A apresentaram um perfil urinario semelhante ao

grupo controle.
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Tabela 4: Perfil urinério de ratos Wistar machos que receberam PBS (grupo controle), LiRecDT1M H12A 1,0 mg/kg, LirecDT1 1,0 mg/kg e Veneno total 1,0 mg/kg
(n=5) ap6s 6 horas apds inje¢édo.

PBS H12A LiRecDT1 Veneno total
SANGUE NEGATIVO NEGATIVO ++(1); ++++ (1); NEG (3) ++(5)
BILIRRUBINA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
UROBILINOGENIO NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
CORPOS CETONICOS NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO +(3); NEG (2)
PROTEINAS mg/dL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO +(2); NEG (3)
NITRITO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
GLICOSE NEGATIVO NEGATIVO +(3); NEG (2) NEGATIVO
pH 6.0-7,0 6.0 7.0-8.0 7.0
DENSIDADE 1.015 - 1.020 1.020 - 1.025 1.010 - 1.015 1.015-1.020
LEUCOCITOS WBC/uL NEGATIVO NEGATIVO ++ (4); NEG (1) ++(3); +++ (1); NEG (1)

Tabela 5: Perfil urinario de ratos Wistar machos que receberam PBS (grupo controle), LiRecDT1M H12A 1,0 mg/kg, LirecDT1 1,0 mg/kg e Veneno total 1,0 mg/kg
(n=5) ap6s 12 horas apos injecao.

PBS H12A LiRecDT1 Veneno total

SANGUE NEGATIVO NEGATIVO +(2); +++ (1); NEG (1) +++ (4); NEG (1)
BILIRRUBINA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
UROBILINOGENIO NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
CORPOS CETONICOS NEGATIVO NEGATIVO +(4); NEG (1) NEGATIVO
PROTEINAS mg/dL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
NITRITO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
GLICOSE NEGATIVO NEGATIVO +(1); +++(4) ++(4); NEG (1)
pH 6.0-8.0 6.5-7.0 6.0-6.5 6.5-7.0




DENSIDADE

1.010-1.020

1.005-1.015

1.015-1.020

1.015-1.020

LEUCOCITOS WBC/pL

NEGATIVO

NEGATIVO

++(3); NEG (2)

+++ (4); NEG (1)

(n=5) apo6s 24 horas apos injecao.

Tabela 6: Perfil urinario de ratos Wistar machos que receberam PBS (grupo controle), LiRecDT1M H12A 1,0 mg/kg, LirecDT1 1,0 mg/kg e Veneno total 1,0 mg/kg

PBS 24h H12A 24H LiRecDT1 Veneno total
SANGUE NEGATIVO NEGATIVO +(1); ++(4) ++(4); NEG (1)
BILIRRUBINA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
UROBILINOGENIO NORMAL NORMAL NORMAL NORMAL
CORPOS CETONICOS NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
PROTEINAS mg/dL NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
NITRITO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
GLICOSE NEGATIVO NEGATIVO +(5) NEGATIVO
pH 6.0 6.0-6.5 6.0-7.0 5.0-6.0
DENSIDADE 1.020-1.030 1.015 - 1.020 1.015-1.020 1.015-1.020
LEUCOCITOS WBC/uL NEGATIVO NEGATIVO ++(5) ++(2); +++(2); NEG (1)
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A fim de confirmar e quantificar a presenca de proteina na urina
(proteindria) foi realizado o ensaio de Bradford (1976) com as urinas dos
animais tratados. Quando em pH &cido, o corante aniénico Coomassie Blue
forma complexo com proteinas que contenham aminoacidos basico e/ou
aromaticos. A interacdo entre a proteina e 0 corante gera alteracdo no
comprimento de onda de absor¢cdo maxima do corante (465 nm- corante livre)
para 595 nm (corante complexado a proteina). E um método de escolha para
guantificacdo de proteinas, utilizado aqui para confirmar o resultado das tiras
reativas. A figura 10 representa o resultado da dosagem de proteinas na urina
dos animais submetidos ao experimento. Podemos observar um aumento da
guantidade de proteinas na urina em 6 horas apés tratamentos com veneno
total quando comparado ao grupo controle. Apés 12 horas foi possivel ainda
verificar presenca aumentada de proteina na urina quando os animais foram
injetados com LiRecDT1 1,0 mg/kg. Apos 24 horas podemos observar
diferenca significativa na concentracdo de proteina na urina no grupo inoculado
com veneno total quando comparado ao grupo controle.

Por meio de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida gradiente 3-
20% (figura 11) com as amostras de urina coletadas dos animais submetidos
ao experimento, podemos observar uma diferente concentracdo de proteina na
urina dos animais controle e dos animais que receberam a toxina mutada H12A
em relacdo aos animais que receberam a toxina dermonecrética LiRecDT1 e
veneno total. Em analise qualitativa das proteinas das amostras de urina dos
ratos pode-se observar concentracdo de proteinas de baixo peso molecular
(<35kDa) nos ratos injetados com veneno total e LiRecDT1. Os animais que
receberam LiRecDT1 apresentam maior concentragdo de proteinas na urina,
resultado evidenciado nos tempos de 12 horas ap0s exposicao a toxina. Apos
12 horas, pode-se observar a presenca de uma banda densa na altura de 66
kDa, referente ao perfil eletroforético da albumina (massa molecular de
aproximadamente 67 kDa) nos animais que receberam LiRecDT1. Apos 24
horas de exposicdo ao veneno total, fica evidente e presenca de grande
guantidade de proteinas na urina. Apesar de apresentar um perfil semelhante
ao veneno total, os animais expostos a LiRecDT1 (24 horas) ndo apresentaram

diferenca significativa quando comparados ao controle PBS.
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FIGURA 10: PESQUISA DE PROTEINURIA. Ratos Wistar machos receberam injecoes
intraperitoniais de toxina dermonecrética LiRecDT1, LiRecDT1 H12A na concentracdo de 1,0
mg/kg e veneno total 0,5 mg/kg de peso corporal e apds 6h, 12h e 24h de tratamento a urina
foi recolhida e realizada a determinacédo da concentracdo de proteinas segundo o método de
Bradford (Azul brilhante de Coomassie). Valores indicados sdo a média + SEM. Os dados
obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pés teste de Tukey (n=3),
foram realizado um experimento Unico (***p<0.001).

6h 12h 24h
| In | - N
& & o &
N4 ° & o & o
e T FE LIS & I &
116- .
) ! ‘*
-
45- ‘
35- ey —
25-
o 4
184 »

e - .
— —

FIGURA 11: PESQUISA DE PROTEINURIA. Amostras de urinas coletadas ap6s 6, 12 e 24
horas de ratos controle (PBS), LiRecDtl H12A 1,0 mg;kg, Veneno total 0,5 mg;kg e LiRecDT1
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1,0 mg;kg (n=5), separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) gradiente 3-
20% em condi¢Oes redutoras e corados com Azul de Coomassie. Para o preparo das amostras
usou-se 10 pL de urina.

Com o objetivo de determinar efeitos nocivos atribuidos a toxina
dermonecrotica recombinante LiRecDT1 na concentracdo de 1,0 mg/kg e
veneno total 0,5 mg/kg de peso corporal nos tempos de 6 horas, 12 horas e 24
horas de tratamento, utilizamos parametros bioquimicos de creatinina e de
uréia sérica de ratos Wistar machos tratados com a toxina dermonecrética
recombinante LiRecDT1. Conforme mostrado na figura 12, a creatinina sérica
foi significativamente aumentada em ratos Wistar machos tratados com a
toxina dermonecrética recombinante LiRecDT1 1,0 mg/kg apds 12 e 24 horas
de tratamento em comparacdo aos ratos do grupo controle (PBS). Os valores
séricos de uréia apresentaram diferenca significativa nos tempos de 6 horas
para os ratos que receberam veneno total e 6 e 12 horas para os animais que

receberam LiRecDT1.

CREATININA SERICA
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@8 PBS
LiRecDT1 H12A 1,0 mg/kg
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FIGURA 12: DOSAGEM DE CREATININA SERICA. Ratos Wistar machos receberam injecdes
intraperitoniais de toxina dermonecrética LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A na concentracdo de 1,0
mg/kg de peso corporal e veneno total 0,5 mg/kg e apos 6h, 12h e 24h de tratamento o sangue
foi coletado e a concentragdo de creatinina no soro mensurada. Valores indicados sédo a média
+ SEM. Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pos teste de
Tukey (n=5), foram realizado um experimento Gnico (*p<0.05, **p<0.001).
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FIGURA 13: DOSAGEM DE UREIA SERICA. Ratos Wistar machos receberam injecdes
intraperitoniais de toxina dermonecrética LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A na concentragdo de 1,0
mg/kg de peso corporal e veneno total 0,5 mg/kg e apds 6h, 12h e 24h de tratamento o sangue
foi coletado e a concentracdo de uréia no soro mensurada. Valores indicados sdo a média +
SEM. Os dados obtidos foram analisados utilizando One-way ANOVA utilizando pos teste de

Tukey (n=5), foram realizado um experimento Unico (*p<0.05, ***p<0.001).
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6. DISCUSSAO

Os processos patologicos nos rins podem refletir perturbactes
hematolégicas, tais como hemolise e coagulacdo intravascular disseminada e
reacdo inflamatoria sistémica, causadas pelo envenenamento, o que pode
conduzir a insuficiéncia renal (FUTRELL, 1992; WILLIAMS et al, 1995; LUNG E
MALLORY, 2000). No entanto, ndo existem dados experimentais suficientes
gue confirmem tal hipétese. Por outro lado, ja foi observado que disturbios
renais podem ser consequéncia dos componentes toxicos do veneno que
atuam diretamente em células renais ou estruturas como glomérulos e tubulos
(LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al., 2006; KUSMA et al.,, 2008), como
também demonstrado em varios outros venenos (BJARNASON et al., 1995).

Células da linhagem HEK-293 foram expostas in vitro as toxinas LgRec1l
(Loxosceles gaucho), LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e veneno total de L.
intermedia com o0 objetivo de excluir a participacdo do sistema imune,
inflamacao sistémica, no processo de citotoxicidade de células renais. Por meio
da analise da expressédo dos genes interleucinas, IL-1pB, IL-6, CXCL1 e fator de
necrose tumoral a na linhagem celular HEK-293 por reacdes de PCR
guantitativo tempo real, buscou-se determinar um perfil de expressao de
interleucinas e quimiocinas apoOs tratamento com as toxinas LiRecDT]1,
LgRecl, LiRecDT1M H12A e com o veneno total.

Objetivando quantificar o mRNA referente as citocinas IL-1 B, IL-6, TNF-
a e CXCL-1 foi realizado ensaio de PCR tempo real. Pode-se observar um
aumento (maior do que vinte vezes) de expressdo da interleucina-1p tratada
com veneno, LiRecDT1 50 pg/mL (sete vezes) e LiRecDT1 100 pg/mL (seis
vezes) apdés 6 horas de incubacdo. No tempo de 12 horas houve diferenca
significativa para os tratamentos com LiRecDT1 H12A e LiRecDT1 50 e 100
pug/mL. Foi evidente uma maior quantidade de mRNA para IL-6 quando as
células HEK-293 foram expostas ao veneno total, LiRecDT1 e LgRecl.
Observamos ainda que o mRNA do fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
apresenta diferenca significativa apds 6 e 24 horas frente a incubacdo com
veneno total, LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A e ap6s 12 horas na presenca de
LgRecl. Para CXCL-1 observou-se maior quantidade de mRNA para as células
expostas a veneno total, fosfolipase D de L. intermedia e LiRecDT1H12A e
LgRecl.
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Para quantificar a expressdo de citocinas secretadas para o
sobrenadante das células realizou-se ensaio imunoenzimatico. Podemos
observar que houve aumento na expressao de proteinas referente as citocinas
IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF- a ap6s 6 horas de incubagdo. Assim, pudemos
demonstrar que houve aumento na concentracdo intracelular de mRNA e
consequente aumento na concentracdo proteinas referentes as citocinas no
sobrenadante celular.

Relacionado ao aumento na expressdo de mMRNA das citocinas
observou-se diminuicdo na viabilidade das células quando em contato com
veneno total, LiRecDT1 e LgRecl. IL-1 B e TNF-a sdo conhecidos por ativar
leucécitos, induzir a expresséo de outros mediadores inflamatérios, aumentar a
expressdo de moléculas de adesdao, contribuindo para a migracao de leucécitos
(SANCHEZ-NINO et al., 2010; SMITH, 2007). Como ja foi descrito (AKCAY et
al., 2009; ORTEGA et al.,, 2010; ZAGER et al., 2006), essas citocinas
encontram-se mais expressas em casos de IRA, determinando um perfil
caracteristico de expresséo de citocinas, indicando um quadro de IRA. IL-6 é
uma interleucina pleiotrépica, com propriedades principalmente pro-
inflamatorias. E produzida em grande quantidade pelas células endoteliais em
resposta a estimulos pro-inflamatérios como TNF- a e também € uma resposta
ao dano tecidual e faléncia organica, atuando através de seu receptor celular
(AHLSTROM et al, 2004; BORISH et al., 2006; DINARELLO, 2007; SHAIKH,
2011).

Quando comparamos os perfis de expressao de citocinas resultantes da
incubacdo com LiRecDT1 e LgRecl, vé-se que a fosfolipase D de L. intermedia
induz a expressao de IL-13 em perfil semelhante a LgRec1 nos tempos de 6 e
12 horas. Quando analisado apds 24 horas, apenas LgRecl foi capaz de
induzir a expressdao de mRNA da interleucina 13. Para a citocina IL-6, LgRec1
induziu as células HEK-293 a expressarem mRNA correspondente em todos os
tempos avaliados. LiRecDT1 obteve 0 mesmo resultado apenas no tempo de
12 horas. LiRecDT1 induziu a expressdo de mRNA da citocina TNF-a apds 6 e
24 horas de incubacédo. Para LgRecl, o mesmo resultado foi observado apés
12 horas. Quando avaliamos a expressdo de CXCL1, LgRecl aumentou a
expressdo de mRNA em todos os tempos avaliados, enquanto que LiRecDT1
demonstrou aumento na expressdo nos tempos de 6 e 24 horas. Esses
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resultados demonstram um perfil de expressdo de mMRNA de citocinas
diferenciado quando comparamos a diferenca de expresséo e a variavel tempo
entre as toxinas LiRecDT1 e LgRecl. Pode-se inferir ainda que a LgRecl
mostrou ser mais efetiva ao induzir a expressado das citocinas analisadas.
Desmonstrou-se que a LgRecl apresenta atividade esfingomielinasica superior
a LiRecDT1 e que o veneno total de L. gaucho apresenta maior atividade
dermonecrotica (BARBARO et al., 2005).

Perfis de expressdes genéticas de fibroblastos humanos tratados com
isoforma recombinante | de L. reclusa (SMD) mostraram regulacdo positiva de
genes relacionados a citocinas humanas e genes envolvidos no metabolismo
de glicoesfingolipidios. Em experimentos in vitro, fibroblastos expostos as
toxinas do veneno loxoscélico sofrem alteracdes na expressao e secrecdo de
moléculas sinalizadoras como interleucinas (IL-6, IL-8, IL-1B), citocinas
guimiotaxicas e o fator de necrose tumoral a (DRAGULEYV et al., 2007).

Uma série de citocinas e mediadores proé-inflamatorios séao liberados
apos exposicdo a toxinas com atividade enzimética (SITPRIJA, 2008). Foi
possivel observar um aumento na expressdo relativa de citocinas proé-
inflamatérias apds tratamento com as toxinas LiRecDT1 e LgRecl conhecidas
por apresentarem atividade enzimatica. Processos inflamatorios mediados por
citocinas pro-inflamatérias tem sido implicados na patogénese da lesdo renal
aguda e doenca renal crénica, em que células epiteliais e endoteliais e tecidos
danificados estdo associados com a liberacdao de alguns mediadores que
podem iniciar a cascata inflamatoria. A ativacdo de células epiteliais e
endoteliais resultam na supra-regulacdo de uma variedade de quimiocinas e
citocinas, incluindo IL-1, IL-6, IL-8, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-
1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (ORTEGA et al., 2010).

A expressao relativa da quimiocina (C-X-C motif) ligante 1 (CXCL1)
demonstrou diferenca significativa quando tratada com LiRecDT1 e LgRecl. As
quimiocinas atuam como fatores quimiotaticos, induzindo o deslocamento de
neutrofilos polimorfonucleares para o tecido lesado, promovendo inflamacao
intersticial nas infecgcdes renais (HUNG et al., 2006). Diferentes citocinas e
guimiocinas participam da ativacdo e migracdo de leucocitos do sangue
periférico para os tecidos inflamados, aumentando ou reduzindo a reatividade e

alterando a expresséao de receptores celulares (SEGERER et al., 2000). Dentre
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as citocinas liberadas nos tecidos nas fases iniciais da citotoxicidade celular
estdo o os membros da familia das citocinas quimioatraentes, as quimiocinas
(GRYGORCZUK et al., 2004; STANDIFORD et al., 1995).

HORTA e colaboradores (2013) investigaram o papel de receptores do
acido lisofosfatidico na liberacdo de citocinas e quimiocinas em fibroblastos
tratados com veneno de L. similis. Demonstraram dados que indicam que acido
lisofosfatidico formado por fosfolipase-D do veneno total de L. similis e toxina
recombinante LiRecDT1 induzem a liberacdo de citocinas interleucina-6,
interleucina-8 e quimiocinas, CXCL1 e CXCL2, mediados por receptores LPA.
Diversos estudos ressaltam que os mecanismos vinculados a ativacdo da
resposta inflamatoria exacerbada s&o verificados experimentalmente
principalmente com toxinas dermonecrdticas do veneno loxoscélico que
possuem atividade fosfolipdsica (VAN MEETEREN et al., 2004; LEE et al.,
2005).

A LiRecDT1 H12A, a qual sofreu a substituicdo na posicdo 12 de um
residuo de histidina por alanina, apresenta uma atividade catalitica considerada
reduzida, diminuindo consideravelmente sua atividade dermonecroética,
hemolitica e baixa resposta inflamatéria. A mutacdo aminoacidica sitio dirigida
desestabiliza ou desorganiza o sitio catalitico da proteina dermonecrotica,
assim desencadeando uma atividade catalitica residual (KUSMA et al., 2008;
CHAVES-MOREIRA et al., 2009; CHAIM et al., 2011). O fato de observarmos
gue a toxina LiRecDT1 H12A induziu a expresséao de IL-1B, TNF-a e quimiocina
(C-X-C motif) ligante 1 juntamente com ensaios em modelos animais que nao
desenvolvem lesGes dermonecréticas apos envenenamento por Loxosceles sp.
(FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004), aliado a dados que demonstram a
ligacdo das toxinas do veneno em estruturas renais ap0s 0 envenenamento
(LUCIANO et al., 2004) confirmam a atividade nefrotoxica das toxinas do
veneno devido a uma agao direta como “toxinas plantadas” as estruturas renais
(COTRAN et al., BARBOSA et al., 2002; BOER-LIMA et al., 2002; CHAIM et al.,
2006). Esse resultado pode ainda ser explicado pelo fato de que a toxina
LiRecDT1 H12A em altas concentracfes apresenta atividade enzimatica ainda
gue residual (CHAIM et al., 2011; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; WILLE et
al., 2013).
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LUCIANO e colaboradores (2004) demonstraram que o veneno total de
L. intermedia induz dano renal direto por meio da ligacdo e deposicdo de
toxinas do veneno em estruturas renais como 0s glomérulos e tabulos, bem
como na membrana basal glomerular. Porém, observaram que ha auséncia de
resposta inflamatoéria no tecido renal. Por meio da demonstracdo de dados
laboratoriais, bioquimicos e morfolégicos de estruturas renais de camundongos
expostos ao veneno de Loxosceles intermedia, juntamente com a ligacdo das
toxinas do veneno em estruturas renais, confirmaram a atividade nefrotoxica
das toxinas do veneno e a hipotese da agao direta como “antigenos plantados”
as estruturas renais (LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al., 2006). CHAIM e
colaboradores (2006) reportaram o efeito nefrotoxico direto como sendo
significantemente induzido em especial pela toxina recombinante LiRecDT1
obtida da biblioteca de cDNA de L. intermedia. Estudos in vivo e in vitro
utilizando camundongos e linhagem celular epitelial renal canina (MDCK)
demonstraram atividade nefrotdxica direta, além de alteracdes morfologicas
incluindo vacuolos citoplasméticos, adesdo defeituosa ao substrato e adeséo
célula-célula, além de alteracdo da viabilidade celular. Técnicas de
imunofluorescéncia utilizando anticorpos que reconhecem a toxina
dermonecrotica recombinante, revelaram deposicéao e ligacdo desta toxina em
estruturas renais. A toxina recombinante foi capaz de reproduzir quase
completamente o efeito nefrotdxico causado pelo veneno total.

Em ensaios in vivo com a toxina LiRecDT observou-se efeitos
acentuados sobre estruturas renais, acamulo de material proteinaceo no limen,
extravasamento de eritrocitos para o espaco de Bowman, porém nédo foi
demonstrado formacdo de infiltrado leucocitario nas estruturas renais,
sugerindo um efeito citotoxico direto sem a presenca e contribuicdo do efeito
inflamatério secundario resultante do local de inoculacdo do veneno. Assim,
seria uma reacao do tecido renal exposto a toxina LiRecDT (LUCIANO et al.,
2004; CHAIM et al., 2006). O aumento na expressao de IL-1, IL-6, TNF-a e
CXCL-1, aliado a funcdo que essas citocinas exercem na sinalizacdo e
recrutamento de células de defesa evidenciam o efeito citotoxico das toxinas
LiRecDT1 e LgRecl na linhagem HEK-293. KUSMA e colaboradores (2008)
demonstraram atividade nefrotoxica da toxina recombinante LiRecDT1
depende da atividade catalitica de fosfolipase D sobre o tecido renal.
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Camundongos expostos a fosfolipase-D recombinante LiRecDT1 apresentaram
edema nas estruturas renais como glomérulo, capsula de Bowman e tubulos
renais, eritrécitos na capsula de Bowman, citotoxicidade demonstrada por
desordens em pedicelos e endotélio fenestrado. Urinalises demonstraram
hematuria e elevacdo de ureia sérica. Alteragcbes da funcdo renal como
alcalinizacdo da urina, hematuria, azotemia e a associacdo com as alteracoes
histopatolégicas, evidenciam o efeito nefrotdéxico causado pelo veneno de
aranhas marrons. Dados reportaram lesdo renal apds exposi¢cado ao veneno de
Loxosceles gaucho com achados de rabdomidlise (presenca de mioglobindria),
vasoconstricao renal, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e diminuicdo da taxa
de filtracdo glomerular (LUCATO et al., 2011).

O exame de urindlise feito nas urinas de ratos Wistar machos que foram
injetados com LiRecDT1 mostrou proteindria, hematuria (eritrécitos integros),
hemoglobindria e leucocitaria. As tiras reagentes detectam a por¢cdo heme da
molécula de hemoglobina e mioglobina. A hemoglobinuria indica a presenca de
hemoglobina na urina, pode ocorrer quando eritrocitos intactos sofrem lise em
urina extremamente diluida (densidade inferior a 1.008) ou quando ha niveis
elevados de hemoglobina no sangue decorrente de hemdlise intravascular.
Hemoglobina livre passando diretamente o glomérulo para o ultrafiltrado é
pouco comum. A lise de hemacias na urina geralmente apresenta uma mistura
de hemoglobinuria e hematuria. No caso de hemdlise intravascular ndo seréo
encontradas hemacias na urina (KHADRA et al., 2000; COHEN et al., 2003;
SUTTON, 1990). Em estudos anteriores, demonstrou-se presenca de eritrocitos
extravasculares ao redor dos capilares glomerulares e na capsula de Bowman,
danos ao glomérulo renal, sugerindo perda da integridade vascular. Nao foi
observada deposicdo de hemoglobina nas estruturas renais (LUCIANO et al.,
2004; CHAIM et al., 2006), indicando que a nefrotoxicidade causada pelo
veneno de Loxosceles intermedia ndo é decorrente de efeito hemolitico direto.
A urindlise dos ratos submetidos ao tratamento com a toxina LiRecDT1
mostrou a presenca de hemoglobindria e hematdria. Ratos expostos ao veneno
de Loxosceles intermedia apresentaram glicosuria, proteindria, presenca de
eritrocitos na urina (hematuria) e hemoglobindria, indicando o efeito nefrotoxico
do veneno (COUTINHO, 1996). Analises por microscopia de luz de biopsias

renais coletadas a partir de camundongos que receberam a toxina
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dermonecrotica recombinante LiRecDT1 revelaram alteracdes incluindo
presenca de globulos vermelhos e colapso do espaco de Bowman, hialinizacéo
difusa com material protéico dentro do limen dos tubulos proximal e distal, e
edema difuso das células epiteliais do tubulo proximal e distal comparado ao
controle, porém nao se identificou hemoglobinuria (KUSMA et al., 2008).

A filtracdo glomerular atua como uma barreira seletiva para
macromoléculas, em que proteinas de alta massa molecular sdo excluidas do
filtrado. As proteinas menores sédo parcialmente filtradas, porém reabsorvidas
no tubulo proximal. O filtro glomerular é composto por trés camadas: camada
de células endoteliais fenestradas, membrana basal glomerular e células
epiteliais-poddcitos (OBEIDAT et al., 2012; HARA et al., 2005). A principal
caracteristica funcional de lesdo renal, tanto em humanos quanto no modelo
animal, é a perda precoce de proteinas na urina, em especial a albumina. A
presenca de hematuria, hemoglobindria e proteinuria indicam que ha uma lesao
na integridade da barreira responsavel pela filtracdo glomerular. Dados de
experimentacdo animal utilizando camundongos demonstraram elevada
concentracdo de proteinas em urina dos animais tratados com LiRecDT1,
hematuria, porém ndo houve presenca de hemoglobintria (KUSMA et al.,
2008). Em condicdes fisiologicas, proteinas de baixa massa molecular e uma
pequena quantidade de albumina atravessam a barreira de filtragdo glomerular,
mas sdo, em grande parte, reabsorvidas pelas células tubulares. Aumento na
excrecdo de proteinas na urina pode ser decorrente de aumento de sua
filtracdo, por alteracbes na permeabilidade seletiva glomerular, ou de defeitos
em sua captacéo tubular. A filtracéo é dirigida por forcas de Starling que atuam
sobre a parede do capilar glomerular, e depende da sua area de superficie e
alta permeabilidade a &agua. Células endoteliais glomerulares séo
extremamente planas e perfuradas por poros transcelulares, endotélio
fenestrado. Um elaborado glicocalice, que cobre as células endoteliais
glomerulares e suas fenestracdes forma uma barreira que, em conjunto com
outros componentes da parede capilar glomerular, impede a perda de proteinas
do plasma para a urina (OBEIDAT et al., 2012; BOHLE et al., 1998;
HARALDSSON et al., 2009).

A creatinina e a ureia sédo provas de funcéo renal (avaliam a funcéo dos

rins). A creatinina sérica foi significativamente aumentada em ratos tratados
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com LiRecDT1 1,0 mg/kg apds 12h de tratamento em comparacao aos ratos do
grupo controle (PBS). Dentre os marcadores de IRA, a depuracéo da creatinina
sérica fornece uma estimativa da funcdo glomerular. E um marcador padr&o
para a andalise da funcéo renal, produzida a uma taxa constante e € livremente
filtrada (BAGSHAW et al., 2008; NGUYEN et al., 2008; WAIKAR et al., 2007). A
sua concentracdo seérica depende da taxa de producdo e do volume de
distribuicdo corporal (LAMEIRE et al., 2004). A concentracdo da creatinina no
sangue de individuos normais é praticamente constante, apresentando uma
variacdo em relagédo ao sexo e ao volume de massa muscular. Normalmente,
sua excrecao nao é afetada pela dieta. Seus niveis sanguineos aumentam a
medida que ocorre a diminuicdo da filtracdo do sangue pelos rins. Por isso, €
utilizada como marcador da funcdo renal. A creatinina estd aumentada na
insuficiéncia renal (faléncia aguda e crénica dos rins).

Os valores de ureia estdo aumentados nos casos de insuficiéncia renal
(faléncia aguda e cronica dos rins), dieta rica em proteinas, tumores, infarto do
miocardio, trauma, infec¢des, uso de corticoesterdides, etc. A ureia é uma
molécula enddgena, hidrossolivel e de baixa massa molecular que deriva do
metabolismo protéico e constitui um marcador urémico. Sua concentracao
sérica € modulada por fatores renais e extrarrenais, independentes da
lesé@o/disfuncéo renal, sendo assim considerado apenas como um marcador
auxiliar no diagndstico da IRA. A taxa de producgdo de ureia ndo é constante e
um aumento da ureia sérica pode resultar de condi¢cdes extrarrenais como
alimentacédo ou catabolismo proteico aumentado, hemorragia gastro-intestinal,
trauma e terapia com glicocorticoides, sem que a funcao renal esteja diminuida
(BAGSHAW et al., 2008; URBSCHAT et al., 2011).

Os dados aqui descritos e discutidos demonstram o envolvimento das
fosfolipases D LiRecDT1 e LgRecl na nefrotoxicidade desenvolvida apés a
picada da aranha-marrom. Pode-se afirmar que a nefrotoxicidade
desencadeada pelas toxinas LiRecDT1 e LgRecl deve-se a acao direta das
toxinas sobre a membrana das células e essa agédo é dependente da atividade
enzimatica das fosfolipases D. A acdo das PLD’s sobre a membrana das
células renais humanas (HEK-293) induz um aumento na expressao de

citocinas pro-inflamatorias. Assim, a nefrotoxicidade desencadeada pelas
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toxinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl deve-se a acdo destas sobre a

membrana das células e ao processo inflamatorio induzido pelas toxinas.
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7. CONCLUSAO

Por meio de técnica de PCR quantitativo tempo real foi possivel
determinar e quantificar a diferenca de expressdo dos genes referentes as
citocinas IL-1B3, IL-6, TNF-a e CXCL1 quando expostos as toxinas
recombinantes LiRecDT1 e LgRecl, demonstrando que houve diferenca
significativa quando células HEK-293 foram expostas as toxinas recombinantes
dermonecroticas.

A utilizacdo de ensaio imunoenzimético (ELISA) para identificar a
expressao de proteinas secretadas (in vitro) dos genes-alvo revelou aumento
na expressao de proteinas para as citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a apds 6
horas de incubacdo com as toxinas LiRecDT1 e LgRecl e veneno total de L.
intermedia.

O ensaio de viabilidade celular revelou que houve diminuicdo da
viabilidade das células quando expostas ao veneno total, LiRecDT1 e LgRecl
pelo método de exclusao do azul de Tripan.

A urindlise dos ratos submetidos ao tratamento com a toxina LiRecDT1
mostrou a presenca de hemoglobindria, hematiria, proteindria e leucocituria.
Por meio de andlises bioquimicas, foi possivel demonstrar diferenca
significativa no nivel de creatinina e uréia séricas nos ratos Wistar machos
testados, indicando um comprometimento renal causado pela agao pela toxina
LiRecDT1.

Ainda serdo estudadas alteracdes histopatoldgicas e ultraestruturais em
bidpsias renais de ratos expostos a fosfolipase D de L. intermedia e veneno

total por microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmisséao.
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