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RESUMO

Aranhas do género Loxosceles, conhecidas como aranhas-marrons, sao
responsaveis por acidentes em todo o mundo, com grande importancia clinica no Sul
do Brasil. Os venenos destas aranhas sdo compostos por diversas toxinas, entre
elas proteinas, responsaveis pelo quadro conhecido como loxoscelismo, que se
manifesta em sintomas cutaneos e/ou sistémicos. O quadro cutdneo € o mais
comum e pode levar ao desenvolvimento de uma lesdo necrética com espalhamento
gravitacional, resultado de uma inflamacao exacerbada que envolve a participacao
de mastdcitos e eventos histaminérgicos. Na biblioteca de cDNA da glandula de
veneno de Loxosceles intermedia foi identificada uma sequéncia que codifica uma
proteina da superfamilia TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein). As
funcdes desta proteina ainda ndo sao totalmente entendidas, mas demonstrou-se
que ela atua no ambiente extracelular como um fator de liberacdo de histamina e
esta ligada a respostas alérgicas em individuos parasitados por nematédeos e
protozoarios. O alinhamento da proteina TCTP de L. intermedia com homdlogas de
outros organismos revelou um alto grau de conservagao da proteina, especialmente
em residuos de aminoacidos relacionados com a interacdo com GTPases
monomeéricas. A andlise filogenética mostrou que a proteina de L. intermedia esta
agrupada com proteinas TCTP presentes na saliva de carrapatos e para as quais ja
foi demonstrada a atividade de liberagdo de histamina. Para investigar a funcao
desta proteina no veneno de aranha-marrom, foi realizada a clonagem do cDNA que
codifica a proteina em pET 14b e a expressao da proteina recombinante em
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. A TCTP recombinante foi expressa como uma
proteina fusionada com um His-Tag N-Terminal. A purificacdo envolveu dois passos
de cromatografia, o primeiro em resina Ni**-NTA agarose e o segundo em resina
DEAE-Agarose. Com a proteina recombinante purificada foram produzidos
anticorpos utilizados em um ensaio de Western Blot que evidenciou a presenca da
proteina TCTP no veneno de L. infermedia. Os dados do trabalho sugerem que a
proteina possa estar envolvida nos efeitos nocivos do veneno de aranha-marrom,
sendo necessarios ensaios bioldgicos para avaliar a atividade desta proteina no

veneno e seu possivel papel como um fator de liberacao de histamina.

Palavras-chave: TCTP, veneno, aranha, Loxosceles, histamina



ABSTRACT

Loxosceles genus spiders, known as brown spiders, are responsible for accidents all
over the world and have clinical importance in the South of Brazil. The venom of
these spiders is made up of several toxins, including proteins, which are responsible
for the clinical pattern called loxoscelism, which involves cutaneous and/or systemic
symptoms. Cutaneous reactions are more frequent and may lead to the development
of a necrotic lesion with gravitational spreading, resulting from a dysregulated
inflammatory response that involves the participation of mast cells and histaminergic
events. On the cDNA library of Loxosceles intermedia venom gland was identified a
sequence encoding a protein of the TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein)
superfamily. Functions of this protein are still unclear, but it was shown that it can act
as a histamine releasing factor in the extracellular environment, being related to
allergic responses in patients parasitized by nematodes and protozoan parasites.
Sequence alignment of L. intermedia TCTP protein with homologous in other
organisms revealed a high degree of conservation, specially in amino acids residues
related to the interaction with monomeric GTPases. Phylogenetic analysis showed
that L. intermedia TCTP protein is grouped with proteins that are present in tick’s
saliva and for which was demonstrated the activity of histamine releasing. To study
the function of this protein in the venom of brown spiders, the cDNA that codes the
protein was cloned into pET 14b and the expression of the recombinant protein was
carried out in Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. TCTP recombinant protein was
expressed as a fusion protein with an N-Terminal His-Tag. Protein purification had
two chromatographic steps, the first in NiZ*-NTA agarose resin and the latter in
DEAE-Agarose resin. With the purified recombinant proteins, antibodies were
produced and used in a Western Blot assay that showed the presence of TCTP
protein in L. intermedia venom. The data of this work suggest that the protein is
involved in the noxious effects of brown spider venom and biological assays are
necessary to evaluate the activity of this protein in the venom, as well as its role as a

possible histamine releasing factor.

Keywords: TCTP, venom, spider, Loxosceles, histamine
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1 INTRODUGAO

Aranhas-marrons, género Loxosceles, sao as causadoras de maior numero
de acidentes com animais pegconhentos no Parana, sendo responsaveis por mais de
50% dos casos notificados. Sao aranhas que, deslocadas de seu ambiente natural,
passaram a viver dentro de casas e em locais de armazenamento de entulhos. Nos
domicilios, sdo encontradas normalmente dentro de calgados, roupas e atras de
moveis ou quadros. Nao sao aranhas agressivas, mas quando ameacadas
defendem-se com a inoculacdo de veneno de forma indolor, com a percepgao do
acidente somente horas depois de ocorrido (DA SILVA et al., 2004; APPEL et al.,
2005).

O veneno de aranha-marrom é composto por diversas toxinas que, quando
inoculadas, geram um quadro chamado loxoscelismo. Usualmente, o acidente pode
evoluir na forma cuténea e/ou sistémica (DA SILVA et al., 2004). O chamado quadro
cutaneo, caracterizado pelo aparecimento de sinais como vermelhidao, coceira e
dor, culminando muitas vezes na formagdo de uma lesao necrética na pele, com
espalhamento gravitacional a partir do ponto da picada e a presenga de uma regiao
mais esbranqui¢cada ao redor da ulceragao, chamada placa-marmérea. Ja no quadro
sistémico, conhecido também por quadro cutaneo-visceral, podem ocorrer disturbios
hematoldgicos, danos renais e, em raros casos, morte (CHAIM et al., 2006;
PETERSON, 2006).

Atualmente, diversos grupos de pesquisa estdo empenhados na caracterizagao
de componentes do veneno e no desenvolvimento de metodologias terapéuticas
mais eficazes no tratamento do loxoscelismo. A produgdo de proteinas
recombinantes do veneno da aranha representou um grande avangco na
determinagéo da atividade de toxinas do veneno e o transcriptoma da glandula de
veneno abre novas possibilidades de investigagdo (FERNANDES-PEDROSA et al.,
2008; SENFF-RIBEIRO et al., 2008). Além disso, proteinas do veneno de aranha-
marrom apresentam um grande potencial biotecnolégico, sendo que suas aplicacdes
incluem o estudo de processos inflamatérios, aplicagdo como pesticidas,
ferramentas para o desenvolvimento de imunoterapicos e drogas com atuacao sobre
o sistema nervoso central. O entendimento molecular das toxinas do veneno e da
sua agao no organismo influenciara diretamente o tratamento de pacientes e o

desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas (SENFF-RIBEIRO et al., 2008).
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Achados histopatologicos em pele de coelhos inoculada com veneno de
Loxosceles intermedia revelaram a presenga de trombose em vasos sanguineos
decorrente da deposicdo de redes de fibrina. Além disso, foi descrita também a
degeneragao do endotélio de vasos e infiltracdo de células inflamatdrias. O musculo
esquelético também sofre a infiltracdo de neutréfilos, com a presenca de edema e
mionecrose. Ocorre ainda a destruicdo da epiderme, necrose e hemorragia
(OSPEDAL et al., 2002).

Alguns componentes do veneno foram descritos como o0s principais
envolvidos no desenvolvimento dos quadros cutaneo e sistémico. No veneno estao
presentes enzimas relacionadas com a degradacao tecidual no local da picada.
Entre elas, metaloproteases, serinoproteases e hialuronidases. Estas facilitam a
penetracdo dos componentes do veneno e podem causar o espalhamento
gravitacional e disturbios hemorragicos (DA SILVA et al., 2004). Outras enzimas, as
fosfolipases D, estéo relacionadas com o desenvolvimento da dermonecrose, leséo
renal e hemdlise intravascular. Estas mesmas proteinas foram relacionadas com
aspectos inflamatérios do veneno, como aumento na permeabilidade vascular e
formagcdo de edema. Entretanto, certos eventos iniciais no desenvolvimento da
inflamagdo ainda permanecem obscuros. Mediadores inflamatérios liberados no
local da picada ainda nao foram bem caracterizados, dificultando o entendimento da
resposta tecidual em um primeiro contato com o veneno (CHAIM et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2007).

Recentemente, trabalhos relacionaram o papel de mastdcitos e de receptores
de histamina com a atividade inflamatéria do veneno. A histamina € uma bioamina
classicamente envolvida com o desenvolvimento de quadros de inflamagao aguda e
reacoes de hipersensibilidade. Além da presenca de histamina no veneno, foi
sugerido que outros componentes podem estar envolvidos na liberagdo de histamina
de mastécitos (RATTMANN et al., 2008; PALUDO et al., 2009).

Na pratica clinica séo utilizados medicamentos que inibem granuldcitos, como
a dapsona. Esta inibicdo evita a ativagdo de polimorfonucleares que causam a
destruicdo tecidual em uma resposta imune exacerbada. Além da dapsona, no
tratamento do loxoscelismo também sao utilizados anti-histaminicos. Juntos, estes
fatos sugerem a acao presenga de um componente histaminérgico no veneno, o
qual pode causar a liberagdo de histamina de maneira direta ou indireta (HOGAN;
BARBARO; WINKEL, 2004; PAULI et al., 2006). De fato, sdo descritas em alguns
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pacientes reac¢des cutaneas localizadas, como exantema, além de reagdes alérgicas
e de hipersensibilidade em resposta ao veneno de aranha-marrom (PIPPIRS et al.,
2009).

Até o momento, nao foi descrita uma toxina do veneno que cause a liberagao
direta de histamina. Entretanto, os dados na literatura sugerem a presenca de um ou
mais componentes termolabeis envolvidos com a sinalizacdo mediante receptores
histaminicos e promovendo a liberacao de histamina a partir de mastdcitos isolados.
A caracterizagdo de um destes componentes pode representar um avango no
tratamento inicial de acidentes envolvendo aranhas-marrons (PALUDO et al., 2009).

Nosso grupo produziu uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno de
Loxosceles intermedia, onde foi identificada uma seqiéncia que codifica uma
proteina da superfamilia TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein), com alto
grau de identidade com proteinas TCTP de carrapatos. Esta proteina foi identificada
na saliva do carrapato Dermacentor variabilis e apresentou atividade de liberac&o de
histamina em linhagem celular basofilica RBL-2H3, utilizadas como modelo de
estudo de vias de sinalizacdo em mastocitos (MULENGA et al., 2003).

Rattmann et al. (2008) demonstraram que o veneno de L. intermedia
apresenta efeitos dependentes de mastdcitos e de histamina. Eventos iniciais da
inflamagao, como o aumento da permeabilidade vascular, foram relacionados com a
participacao de receptores histaminérgicos e serotoninérgicos. Experimentos com
aorta de coelho mostraram que o veneno de aranha-marrom € capaz de causar a
liberacdo regulada de mediadores dos mastdcitos, principalmente a histamina,
responsavel por induzir a vasodilatacdao. Posteriormente, Paludo et al. (2009)
identificaram a presenga de histamina no veneno em quantidades suficientes para
exercer efeitos inflamatérios. Apesar disso, o veneno dialisado, sem a presenca de
histamina, ainda era capaz de exercer certo efeito inflamatério dependentes de
histamina, decorrente de algum outro componente presente no veneno agindo
diretamente sobre os mastécitos (RATTMANN et al., 2008; PALUDO et al., 2009).

Tendo em vista o exposto acima, é relevante a pesquisa de uma proteina que
seja capaz de atuar sobre mastécitos gerando efeitos inflamatérios no acidente
loxoscélico. A TCTP pode ser uma das moléculas responsaveis por efeitos iniciais
de inflamacdo no envenenamento, podendo ser vista como um possivel alvo
terapéutico para evitar a progressdao da lesao dermonecrética e dos efeitos

sistémicos do veneno.
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1.1 Objetivo Geral

Clonagem, expresséo e purificacdo de uma proteina da superfamilia TCTP
identificada na biblioteca de cDNA da glandula de veneno da aranha-marrom

(Loxosceles intermedia).

1.2 Objetivos Especificos

e Clonagem da sequéncia codificadora da proteina TCTP identificada na
biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L. intermedia.

e Expressédo da proteina TCTP em sistema heterdlogo (Escherichia coli).

o Purificagao da proteina TCTP por meio de técnicas cromatograficas.

e Producgao de anticorpos policlonais anti-TCTP em coelhos para utilizagdo em

imunoensaio.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aranha-marrom e Loxoscelismo

2.1.1 Aranha-marrom

Aranhas sao animais artropodes quelicerados que surgiram possivelmente no
periodo Carbonifero, sendo que o registro fossil mais antigo conhecido é de 300
milhdes de anos atras. Morfologicamente, s&do animais que possuem o corpo dividido
em um prosoma (cefalotérax) ndo segmentado, onde estdo localizados os olhos, as
queliceras, glandula de veneno e pedipalpos, e a partir do qual partem 4 pares de
patas. Ligado ao prosoma esta o opistosoma (abddmen), regido que possui na
extremidade as glandulas responsaveis pela produ¢cao do material que compde a
teia. Cada quelicera esta dividida em duas partes, o segmento basal e uma porgao
mais rigida, a presa, que possui comumente um poro, formado a partir do ducto da
gléndula de veneno (RASH; HODGSON, 2002; BRUSCA; BRUSCA, 2003).

Sao divididas em dois grupos de acordo com a posi¢ao de suas queliceras:
Migalomorfa (queliceras partem do cefalotérax paralelas ao eixo do corpo do animal
e a presa € direcionada para baixo) e Araneomorfa (queliceras verticais
perpendiculares ao corpo do animal que, junto com as presas, movem-se COmo
pingcas). Em todo o mundo ja foram descritas cerca de 40 mil espécies, divididas em
aproximadamente 3.500 géneros dentro de 110 familias, porém apenas algumas
representam verdadeiros riscos aos seres humanos (RASH; HODGSON, 2002;
CORZO; ESCOUBAS, 2003).

Apesar de algumas aranhas perigosas serem encontradas no grupo das
Migalomorfas, tais como os géneros Afrax, Trechona e Harpactirella, no grupo
Araneomorfa sdo encontradas os géneros das aranhas mais venenosas: Latrodectus
(vidva-negra), Loxosceles (aranha-marrom) e Phoneutria (armadeira). Estes géneros
sdo responsaveis por diversos casos graves de envenenamento, sendo descritas
mortes relacionadas aos acidentes envolvendo os géneros Loxosceles, Latrodectus
e Atrax (ESCOUBAS; DIOCHOT; CORZO, 2000; RASH; HODGSON, 2002).

As aranhas do género Loxosceles pertencem ao filo Arthropoda, subfilo
Chelicerata, classe Arachnida, ordem Araneae, sub-ordem Araneomorfa e familia
Sicariidae. S&o popularmente denominadas de aranhas-marrons, em funcao da
coloragao que varia de marrom claro a escuro, ou aranhas-violino, em fungao de

uma marca semelhante ao instrumento presente no dorso do prosoma do animal. Os
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machos possuem corpo menor e pernas relativamente mais longas do que as
fémeas (FIGURA 1). Possuem habitos noturnos, séo sedentérias e ndo agressivas.
Preferindo a escuriddo, algumas vivem sob pedras, troncos de arvores, restos
vegetais, telhas e tijolos empilhados, mas podem adquirir habitos intradomiciliares
sob condicdes especiais. Estas aranhas possuem grande capacidade de adaptagao,
suportando amplas variagbes de temperatura (8 a 43 °C), bem como longos
periodos sem agua e comida (DA SILVA et al., 2004; SENFF-RIBEIRO et al., 2008).

FIGURA 1 — ARANHA-MARROM (GENERO Loxosceles)

Dois animais do género Loxosceles. O género apresenta marcado dimorfismo sexual. A
fémea (A) possui corpo maior e pernas mais curtas em relagdo ao macho (B). Os
animais apresentam coloragdo que varia de marrom claro a escuro e apresentam no
dorso um sinal com formato semelhante ao de um violino contendo os 3 pares de olhos
(seta, no detalhe em B). Adaptado de: Instituto Butantan, disponivel no site
<http://www.butantan.gov.br/portal/Ensino>, acessado entre os dias 20/09 e 01/10 de
2009 e de PETERSON, 2006.

As espécies dentro deste género alimentam-se de pequenos insetos, sendo
que o veneno possui neurotoxinas com a funcdo de paralisar e matar a presa.
Tecem teias irregulares com a aparéncia de algodao. Possuem trés pares de olhos,
sendo um par central e dois pares laterais, disposi¢cao caracteristica das aranhas do
género Loxosceles. Reproduzem-se com facilidade e podem viver de 3 a 7 anos,
sobrevivendo até 276 dias sem alimento. Esta grande capacidade de adaptacao
explica o fato de que grande numero de individuos podem ser encontrados mesmo
em condicoes adversas (DOS SANTOS et al., 2000; DA SILVA et al., 2004).

O veneno é produzido em uma glandula que possui epitélio secretor revestido
por membrana basal e duas camadas de musculo estriado, uma interna e outra

externa. As células do epitélio secretdrio sao ricas em vesiculas contendo veneno,



22

Apesar de alguns autores destacarem que o veneno é produzido por células
apocrinas, a morfologia das glandulas e das células indica que o tipo de secrecao é
holécrina. O volume de veneno inoculado pela aranha é em torno de 4 uL e dados a
respeito da quantidade de proteinas descrevem que cerca de 60 a 100 pg de
proteinas sdo inoculados no momento da picada (DOS SANTOS et al., 2000; DA
SILVA et al., 2004).

2.1.2 Epidemiologia do loxoscelismo

O género Loxosceles é amplamente distribuido pelo mundo, sendo
encontrado na América do Norte, Central e do Sul, Europa, Africa, Asia e Oceania.
No Brasil sdo encontradas sete espécies deste género, porém apenas trés delas
estdo envolvidas com o envenenamento humano: Loxosceles intermedia,
Loxosceles gaucho e Loxosceles Laeta. O acidente envolvendo este tipo de aranha,
denominado Loxoscelismo, apresentou um grande aumento no numero de
notificacoes na década de 90, passando a ser considerado um problema de saude
publica (SEZERINO et al., 1998; DA SILVA et al., 2004). A aranha normalmente nao
€ violenta, e acidentes ocorrem geralmente em fungdo de uma reacao de defesa da
aranha quando é comprimida por um individuo no ato de vestir roupas ou durante o
sono. A grande maioria dos acidentes ocorre em periodos de maior calor, sendo
descritos aumentos no numero de casos entre outubro e margo ou entre setembro e
fevereiro (SEZERINO et al., 1998; MALAQUE et al., 2002).

No Brasil, o loxoscelismo é mais frequente na regido Sul do Pais, que
contabilizou entre 1990 e 1993, 95% dos casos envolvendo aranhas do género
Loxosceles. Na cidade de Curitiba (PR) e regido metropolitana sédo relatados em
torno de dois a trés mil casos por ano. Apesar de a espécie L. laeta possuir uma
distribuicdo geografica mais ampla e ser encontrada nos mesmos locais que a L.
intermedia, esta ultima responde por grande parte dos acidentes na regido sul do
Pais (GONCALVES DE ANDRADE; LOURENCO; TAMBOURGI, 2000; MALAQUE
et al., 2002). O desenvolvimento de habitos intradomiciliares, alteragbes climaticas e
a grande mobilidade e tolerancia para conviver com o filhote, favorecem a
proliferacdo da L. intermedia em diferentes ambientes, o que ajuda a explicar o
maior nimero de casos envolvendo esta espécie (MARQUES-DA-SILVA; FISCHER,
2005).
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Dados mais atuais do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN) do Ministério da Saude mostram que acidentes com aranhas estdo em
terceiro lugar na lista de acidentes com animais pegonhentos notificados no periodo
de 2001 a 2008, representando 18,55% do total de acidentes notificados com género
do animal identificado. O Estado do Parana concentra 47,86% de todos os casos
envolvendo aranhas, sendo o primeiro estado em numero de acidentes envolvendo
este tipo de animal e o segundo estado em numero de acidentes com animais
peconhentos, ficando atras apenas de Minas Gerais. No mesmo periodo, do total de
acidentes com aranhas, considerando-se somente as notificacdes com identificagao
do animal, o género Loxosceles responde por 65,33% dos casos. Dos acidentes
com estes animais, o Sul do pais contabiliza 94,33% das notificacbes e o Parana
75,80%. Curitiba e Regido Metropolitana sao responsaveis por 59,21% das
notificagbes nacionais de acidentes com Loxosceles e por 78,12% das notificagcdes
estaduais envolvendo estes animais (SINAN, 2009).

Os dados do SINAN mostram que o menor numero de acidentes com
aranhas-marrons em Curitiba ocorre no inverno. O més de julho geralmente
apresenta o menor numero de casos. A partir da primavera os casos voltam a subir,
tendo seu pico no verdo, em janeiro e fevereiro. Em Curitiba, 61% dos acidentes
com Loxosceles ocorrem com mulheres, e a maioria dos casos (75,32%),
considerando homens e mulheres, foram considerados leves. No periodo de 2001 a
2006, apenas 4 o6bitos foram registrados na cidade de Curitiba em decorréncia de
acidentes com aranhas-marrons. Grande parte dos acidentes (41,05%) ocorreu com
adultos jovens na faixa de 20 a 39 anos e 23,46% na faixa de 40 a 59 anos (SINAN,
2009).

2.1.3 Manifestagdes clinicas no loxoscelismo

O grande numero de notificagdes no sul e sudeste do pais fez com que o
quadro clinico desenvolvido pelos pacientes acidentados fosse bem caracterizado
pelo Ministério da Saude. O quadro desenvolvido no envenenamento pode evoluir
clinicamente de duas formas: quadro cutédneo (87 — 98% dos casos) e a forma
sisttmica (1 — 13% dos casos) (FUNASA, 2001). A evolugédo do loxoscelismo
depende de diversos fatores como: da espécie agressora, sexo, estagio de

desenvolvimento e do animal, além da quantidade de veneno inoculada. Andrade et



24

al. (1999) verificou que a fragdo do veneno de 35 kDa, associada com os eventos
téxicos do veneno, esta presente nas aranhas em sua forma ativa a partir do terceiro
instar. A partir deste estagio, até a idade adulta, esta fracdo do veneno apresenta
atividade crescente. Caracteristicas dos pacientes como idade, sexo e local da
picada também determinam a evolugcdo clinica nos casos de envenenamento
(GUILHERME; FERNANDES; BARBARO, 2001) .

O quadro cutdneo ou dermonecrético caracteriza-se por um ponto
avermelhado e pouco dolorido no local da picada, que evolui para uma lesao
necrotica na pele com espalhamento gravitacional, em torno de 12 a 48 horas apos
a picada (FIGURA 2) (APPEL et al., 2005; MILLER; ORTEGON; MCDANIEL, 2007).
A lesao caracteristica comeca a manifestar-se a partir de 6 horas com dor em
queimacao, abscesso, pontos de hemorragia e areas palidas em fungdo da isquemia
(placa marmérea). Existe ainda a ocorréncia de edema e eritema, cuja intensidade
varia em funcao do tecido atingido (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).
Observacbes de bidpsias da pele de individuos acidentados mostram intenso
infiltrado inflamatdrio, trombose, hemorragia, eritema, dermatite e necrose da derme
e epiderme. Dentro de 3 a 7 dias a lesdo pode evoluir para uma grande Ulcera auto-
limitada. Em alguns casos, € necessaria uma cirurgia reparadora no local da lesao
(SEZERINO et al., 1998; DA SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2005).

FIGURA 2 — LESAO DERMONECROTICA CAUSADA POR PICADA DE ARANHA-
MARROM (Loxosceles reclusa)

Loxoscelismo cutaneo em decorréncia de acidente envolvendo aranha-marrom (Loxosceles
reclusa). E possivel observar a progressao da lesdo, desde o dia de o inicio da lesdo até
sua cura (A — C). Em A, é possivel observar a placa marmérea, com pontos de hemorragia
e regides mais palidas em razdo da isquemia, além do caracteristico espalhamento
gravitacional. Em B, a les&o ja instalada, com necrose tecidual e abcesso no centro,
circundada por um halo branco isquémico e mais externamente a coloragdo violacea
devido ao eritema. Em C, a cicatrizagdo dois meses e meio apos a picada. Adaptado de:
MILLER; ORTEGON; MCDANIEL, 2007.
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Andlises histologicas de tecidos sob efeito do veneno de aranha-marrom
mostram a presenga de infiltrado leucocitario, hemorragia, dermatite, eritema,
inflamacao e necrose da derme e epiderme. Nas primeiras horas ja sdo observados
efeitos como edema, grande presenca de leucdcitos e deposicao intravascular de
rede de fibrina com o surgimento de trombos. Em 12 horas ja é vista a
desorganizacao das células da derme e infiltragéo leucocitaria nas fibras de musculo
esquelético. A partir de 24 horas ocorre desorganizacdo das fibras de colageno,
destruicdo de vasos sanguineos e necrose muscular e dérmica (OSPEDAL et al.,
2002). A acédo do veneno como um ativador de células endoteliais, estimulando a
liberacdo de moléculas proé-inflamatérias e a adesdo de polimorfonucleares, leva a
uma resposta inflamatéria descontrolada que resulta nas lesées dermonecroticas
(PATEL et al., 1994). Outros sintomas manifestam-se juntamente com o quadro
local, tais como: febre, dores de cabecga, prurido, petéquias, exantema, nauseas e
vémitos (DA SILVA et al., 2004).

A segunda forma de evolucdo do loxoscelismo é o envolvimento sistémico, o
chamado quadro cutaneo-visceral. Ocorre em menor parte dos casos, geralmente
em acidentes causados pela espécie Loxosceles laeta, com maior gravidade em
criancas e idosos, podendo ser fatal (MALAQUE et al., 2002; HOGAN; BARBARO;
WINKEL, 2004; APPEL et al., 2005). Normalmente os sintomas aparecem em entre
48 e 72 horas apés a picada, porém existem relatos de casos de manifestagdo do
loxoscelismo sistémico 24 horas apds o acidente (HOGAN; BARBARO; WINKEL,
2004). Os principais sintomas do quadro sistémico sao disturbios hemoliticos, além
do comprometimento local e as manifestacbes sistémicas ja descritas acima. Pode
ocorrer lesao renal, coagulagao intravascular disseminada, hemdlise intravascular,
aumento da bilirrubina indireta, ictericia e trombocitopenia. Quadros sistémicos
podem ainda evoluir para uma insuficiéncia renal aguda, maior responsavel pelas
mortes relacionadas ao loxoscelismo (DA SILVA et al., 2004; CHAIM et al., 2006).
Alteracdes hepaticas também ja foram descritas, com aumento dos niveis séricos de
enzimas hepaticas e alteragdes do metabolismo do figado de animais tratados com
veneno de aranha-marrom e a enzima fosfolipase D (DE OLIVEIRA CHRISTOFF et
al., 2008).

O quadro de injuria renal ja foi descrito como sendo resultado dos disturbios
da hemostase e da reagéo inflamatoéria exacerbada em resposta ao veneno, porém

foi descrito que componentes do veneno podem ligar-se diretamente a estruturas
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renais, causando o dano renal de maneira direta (TAMBOURGI et al., 1998; CHAIM
et al., 2006). Analises histolégicas em rins de camundongos (animais que nao
desenvolvem lesdo dermonecrética) tratados com veneno de aranha-marrom
mostraram eritrécitos presentes na capsula de Bowman, colapso glomerular, morte
de células no epitélio tubular, bem como deposi¢cdo de material protéico no lumen
dos tubulos renais e, por fim necrose tubular (LUCIANO et al., 2004). Foi
demonstrada a acao direta sobre tecido renal de uma isoforma da ezima fosfolipase
D. A enzima foi capaz de provocar alteracdbes na estrutura renal semelhantes
aquelas causadas pelo veneno total, além de ligar-se a células renais com efeito
citotoxico dependente de sua atividade catalitica (CHAIM et al., 2006; KUSMA et al.,
2008).

2.1.4 Diagnéstico do loxoscelismo

O diagnéstico de picadas de aranhas do género Loxosceles geralmente é
feito baseado nos sintomas apresentados pelo paciente e pela evolugao da lesao,
uma vez que a picada geralmente nao é sentida e, frequentemente, entdo a aranha
nao € capturada. Ainda ndo existem ensaios laboratoriais para diagndstico de
envenenamento por Loxosceles disponiveis comercialmente, portanto parametros
laboratoriais como hemoglobinuria, hemoglobina sérica, bilirrubina indireta, lactato
desidrogenase, creatina quinase, entre outros, sdo essenciais para o diagnostico e
avaliacado da severidade do envenenamento (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).

Foi descrito um ensaio de inibicdo de hemaglutinagéo, utilizando exudatos de
lesbes dermonecroéticas, baseado na capacidade de o veneno inibir a
hemaglutinacdo de eritrcitos previamente tratados com veneno. Apesar da alta
sensibilidade e especificidade, o teste ndo chegou a ser testado em humanos e
mostrou-se insatisfatorio para o diagnostico laboratorial (BARRETT; ROMINE-
JENKINS; BLICK, 1993). Em contrapartida, varios ensaios de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) para o diagnodstico laboratorial do loxoscelismo ja
foram descritos (SENFF-RIBEIRO et al., 2008). A presenca de veneno em bidpsia
das lesbes e no soro dos pacientes pode ser detectada varios dias apds o acidente,
porém sdo necessarias mais analises de correlagéo clinica para que estes ensaios
venham a ser eficientemente utilizados e, entédo, disponibilizados comercialmente
(DA SILVA et al., 2004; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).
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Muitas condigbes clinicas s&o erroneamente diagnosticadas como acidente
loxosceélico, portanto deve ser realizado diagnéstico diferencial para uma série de
doencas como vasculite, infecgbes bacterianas e herpes, entre outras. O diagndstico
precoce da picada abre caminho para evitar o desenvolvimento da lesdo, porém,
apos certa evolugdo da dermonecrose, o tratamento é apenas sintomatico (APPEL
et al., 2005; SWANSON; VETTER, 2006).

2.1.5 Tratamento do loxoscelismo

Diversos tratamentos sao descritos para o loxoscelismo, porém o tratamento
classico inclui a administracdo de Dapsona, Acido Acetilsalicilico e antibiéticos.
Apesar de seus efeitos adversos, a administragdo precoce de Dapsona pode reduzir
a dor e o desenvolvimento da lesdo dermonecrética, pois atua como um inibidor da
degranulagédo de polimorfonucleares. Apesar dos diversos estudos, a eficacia
terapéutica da Dapsona no tratamento do loxoscelismo nao é certa. Assim mesmo, o
medicamento continua a ser prescrito por médicos nos Estados Unidos e no Brasil.
Neste, o tratamento com Dapsona 50 — 100 mg/dia € preconizado pelo Ministério da
Saude (FUNASA, 2001; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).

A utilizacdo de corticéides € muito discutida, porém é consenso que 0s
corticoides sejam de preferéncia administrados nos casos sistémicos, o que é feito
no Brasil. Entretanto, quando a aranha é identificada como sendo L. intermedia ou L.
laeta deve-se iniciar o tratamento com Prednisona, mesmo sem a existéncia de uma
lesdo aparente. O papel imunossupressor dos corticoides teria importancia
fundamental na redugdo da resposta imune exacerbada gerada pelo
envenenamento (DA SILVA et al., 2004; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).

O tratamento com soro antiloxosceles iniciou-se no Brasil no inicio de 1960,
com a producao de anticorpos de cavalo que reconhecem o veneno de Loxosceles.
Apesar disso, ainda existem discordancias a respeito da efetividade do soro como
agente neutralizante do veneno e do periodo ideal para sua administragcdo (HOGAN;
BARBARO; WINKEL, 2004). No Brasil estdo disponiveis dois tipos de soro:
antiloxoscélico (anticorpos produzidos contra venenos de L. intermedia, L. gaucho e
L. laeta) e antiaracnidico (feito a partir de uma mistura de venenos de aranhas, L.
gaucho e Phoneutria nigriventer, e de escorpides, Tityus serrulatus e Tityus

bahiensis). Peru e México também produzem comercialmente o soro antiloxoscélico
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(PAULI et al., 2006). A utilizagdo do soro, muitas vezes combinado com corticoides
ou Dapsona, aparenta ser segura, sendo que sao verificadas reac¢des anafilaticas
leves (urticaria e nauseas) em apenas 20% dos casos (MALAQUE et al., 2002).

No Brasil o soro é utilizado como tratamento em aproximadamente 60% dos
casos. Em contraste, no estado do Parana no periodo de 1990 a 1995 em apenas
11,9% dos casos foi utilizado o soro. A utilizacao do soro € indicada pelo Ministério
da Saude somente nas 36 primeiras horas apds a picada e dependendo do grau de
severidade do acidente. A opgéo por este tratamento fica a cargo dos estados,
baseados em suas experiéncias clinicas (FUNASA, 2001). Enquanto no Parana o
soro s6 é utilizado nas primeiras 24 horas e em casos considerados moderados e
graves, em Sdo Paulo o soro é utilizado em 70% dos casos. Por exemplo, no
Hospital Vital Brasil, no Instituto Butantan, o soro é utilizado para lesdes cutaneas
até 72 horas apds a picada e em caso de comprometimento sistémico a soroterapia
€ sempre utilizada, independente do momento da picada (PAULI et al., 2006).

O grande problema na administragdo do soro antiveneno € a demora do
paciente em procurar auxilio médico, uma vez que a picada nao é percebida de
imediato e a eficacia do soro é tempo-dependente. Muitas vezes o paciente procura
atendimento médico entre 24 e 72 horas apés a picada, quando os sintomas locais
ja estédo instalados e, muitas vezes, em estado avancado (PAULI et al., 2006).
Apesar de nao existirem estudos que permitam correlacionar o tipo de tratamento
com a evolugdo dos casos de loxoscelismo, estudos em modelos animais mostram
que a aplicacado do soro antiveneno possui potencial terapéutico. A administragao do
soro minimiza os efeitos cutaneos e sistémicos do envenenamento, quando
empregada até 12 horas apods a picada. A utilizagcdo de soro até 48 horas apos a
picada mostrou efeito na reducédo da area da lesdao dermonecrética (PAULI et al.,
2006; PAULI et al., 2009).

Alguns autores descrevem a possibilidade do uso de Tetraciclina tépica para
o tratamento e neutralizacdo da lesdo dermonecrética causada pela picada de
aranha-marrom. Apesar do pouco entendimento a respeito de seu mecanismo na
inibicdo da lesdo, a Tetraciclina agiria por um mecanismo n&o antimicrobiano ligando
metais divalentes e inibindo a acdo de metaloproteases enddgenas cuja expressao
seria estimulada pela acao do veneno sobre a pele (KING, 2007). A utilizacao de

antibidticos também € indicada para prevengdo de infecgbes secundarias por
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patdbgenos presentes na pele ou mesmo nas presas da aranha (HOGAN;
BARBARO; WINKEL, 2004).

Alguns autores sugerem o uso de anti-histaminicos para o tratamento do
loxoscelismo, apesar da eficacia no tratamento ser controversa (ANDERSON, 1997;
WENDELL, 2003; PAULI et al., 2006). Enquanto a administracdo tépica de anti-
histaminicos parece ineficaz, o uso parenteral do medicamento foi relacionado com
a atenuacao das manifestagdes cutdneas 12 horas apds o inicio do tratamento
(SCHENONE, 2003; YIGIT et al., 2008). Apesar de ndo ser um protocolo no Brasil, a
administracdo de anti-histaminicos no tratamento do loxoscelismo esta de acordo
com trabalhos que relacionam efeitos inflamatérios iniciais do veneno com eventos
dependentes de receptores de histamina. A utilizagdo de anti-histaminicos teria
efeito reduzindo a degranulacdo de mastdcitos e, consequentemente, a quantidade
de histamina liberada no acidente com a aranha-marrom. Mesmo com todas as
evidéncias, ainda nao foi identificada no veneno uma molécula que promova a
liberagcdo de histamina a partir de mastocitos, o que embasaria ainda mais o
tratamento com anti-histaminicos (RATTMANN et al., 2008; PALUDO et al., 2009).

2.2 Venenos Loxoscélicos

A utilizagdo do veneno pelas aranhas aparenta ter sido um acontecimento
precoce na historia evolutiva desta ordem. A grande funcédo do veneno € paralisar e
matar a presa, ainda que possua provavelmente a funcdo secundaria de iniciar a
digestdo externa da vitima. Uma funcdo de defesa contra predadores também nao
pode ser descartada, uma vez que algumas aranhas so injetam o veneno quando
em perigo. Aranhas do género Loxosceles utilizam o veneno para matar suas
presas, mas também podem utiliza-lo como um mecanismo de defesa quando
comprimidas, motivo pelo qual ocorrem os acidentes com seres humanos. Todas as
aranhas, com excecao da familia Uloboridae, possuem todo o aparato para
producao e injecdo de um veneno geralmente composto por proteinas com agao
toxica e enzimatica, além de peptideos e compostos orgénicos e inorganicos (RASH,;
HODGSON, 2002; CORZO; ESCOUBAS, 2003).

O veneno de Loxosceles é composto basicamente por enzimas e moléculas

biologicamente ativas produzidas por glandulas situadas no cefalotérax da aranha.
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No veneno sdo encontradas proteinas de alta massa molecular pouco expressas €
um grande conteudo de proteinas de baixa massa molecular. Os venenos das
espécies L. laeta, L. intermedia e L. reclusa possuem o mesmo perfil eletroforético,
apresentando as principais bandas entre 30 e 35 kDa. A analise protedmica do
veneno destas trés espécies confirmou a presenca de inuUmeras proteinas com
diferentes pontos isoelétricos nesta regido. Além disso, o perfil eletroforético em gel
bidimensional revela que o veneno de L. intermedia possui mais componentes de
baixa massa molecular (14 a 25 kDa) do que o veneno das outras espécies
avaliadas. Polipeptidios (3 a 8 kDa) podem estar envolvidos com a neurotoxicidade
do veneno, o que facilitaria a captura de insetos. Estudos de identificacdo e
caracterizacdo das toxinas presentes no veneno de Loxosceles revelaram a
presenca de metaloproteases, fosfolipases D, hialuronidases, serino-proteases, além
de fosfatase alcalina e 5-fosfohidrolase ribonucleotidica (VEIGA et al., 2000; DA
SILVA et al., 2004; DE CASTRO et al., 2004; MACHADO et al., 2005).

O grande conteudo de proteases levantou a questdo a respeito da pureza do
veneno, uma vez que a extragao por eletrochoque poderia causar a liberagao do
conteudo estomacal causando a contaminagao do veneno proveniente da glandula.
No veneno de L. intermedia extraido por eletrochoque foram identificadas duas
serino-proteases especificas, fato que sugere a auséncia de contaminantes
estomacais, uma vez que o esperado seria a presenga de proteases de amplo
espectro no caso de contaminagdo. Posteriormente, proteases ja descritas
anteriormente foram identificadas no veneno obtido diretamente das glandulas de
aranhas do género Loxosceles. Foi demonstrada também a similaridade do
conteudo protéico dos venenos obtidos pelos dois métodos. Juntos, os dados
minimizam a interferéncia da egesta como contaminante do veneno analisado em
laboratério, o que nado pode ser descartado quando sado considerados os acidentes
envolvendo a aranha (VEIGA et al., 2000; DA SILVEIRA et al., 2002).

Uma vez que a funcéo do veneno é paralisar e matar a presa, grande parte de
seus componentes sdo toxinas que atuam no sistema nervoso. Até o momento, as
neurotoxinas identificadas nos venenos de aranhas pertencem a um dos trés grupos:
proteinas, polipeptidios e acilpoliaminas. Proteinas de alta massa molecular (cerca
de 110 kDa), como as latrotoxinas, sao responsaveis pela liberacdao de
neurotransmissores. As acilpoliaminas possuem alta atividade inseticida, causando a

paralisacdo de insetos mediante bloqueio da transmissdo neuromuscular.
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Polipeptidios, com massa entre 3 e 8 kDa tém como alvo canais i6nicos de
membrana (ESCOUBAS; DIOCHOT; CORZO, 2000; RASH; HODGSON, 2002).

No veneno de Loxosceles intermedia foram identificados trés componentes
relacionados com sua atividade inseticida. A partir da sequéncia aminoacidica
parcial foi possivel clonar os inseticidas a partir do cDNA da glandula de veneno de
aranha-marrom (L. intermedia). Assim, foi possivel obter as sequéncias que
codificam trés diferentes polipeptidios inseticidas (LiTx 1, 2 e 3), com peso molecular
entre 5,6 — 7,9 kDa. As analises filogenéticas sugerem que estes polipeptidios atuem
em canais de sodio e calcio (DE CASTRO et al., 2004).

Dos componentes presentes no veneno de Loxosceles intermedia, as
proteinas melhor caracterizadas sao as pertencentes a familia de toxinas
dermonecroéticas ou familia Loxtox, e estido envolvidas com os efeitos mais toxicos
do veneno. Esta familia € composta por 6 grupos de proteinas, separadas com base
na analise filogenética das toxinas descritas por diversos autores. As proteinas desta
familia sdo expressas na glandula de veneno de Loxosceles, possuem diversas
regides conservadas, apresentam residuos de aminoacidos conservados em seu
sitio catalitico, exibem um peptideo sinal hidrofébico e possuem massa molecular
em torno de 30 a 33 kDa. A nomenclatura das proteinas da familia deve ser feita
utilizando o termo Loxtox (Lox, de Loxosceles e tox, de toxina), acrescentando a
inicial do segundo nome da espécie e uma numeracgao adequada. (KALAPOTHAKIS
etal., 2007).

As toxinas dermonecroticas sao encontradas em diversas espécies do género
Loxosceles e sao enzimas do tipo fosfolipase D. Muitas delas estdo envolvidas com
a formacao da lesdo dermonecrética, indugdo de resposta inflamatéria, hemdlise,
agregacao plaquetaria, citotoxicidade, aumento da permeabilidade vascular,
nefrotoxicidade e letalidade. O mecanismo de acdo destas toxinas ainda nao foi
totalmente esclarecido, mas acredita-se que a hidrélise de lipidios, gerando
mediadores como ceramida-1-fosfato e acido lisofosfatidico, possa ativar
determinadas vias de sinalizagdo, causando alteracdes fisiopatologicas e os efeitos
deletérios destas toxinas (KUSMA et al., 2008; SENFF-RIBEIRO et al., 2008;
CHAVES-MOREIRA et al., 2009).

Outros componentes do veneno possivelmente relacionados com a atividade
téxica sdo as metaloproteases. Primeiramente descritas no veneno de L. intermedia,

foram caracterizadas como sendo moléculas de baixa massa molecular com
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atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica (20-28 kDa) e gelatinolitica (32-35 kDa).
Posteriormente foram descritas metaloproteases nos venenos de L. laeta, L. gaucho
e Loxosceles rufescens. Recentemente foi descrita a identificacdo de uma
metaloprotease do tipo astacina (dependente de zinco) no veneno de L. intermedia,
com massa molecular préxima de 29 kDa, semelhante a massa de metaloproteases
descritas anteriormente para esta espécie. A atividade dessas metaloproteases esta
possivelmente relacionada a disturbios hemostaticos decorrentes tais como
hemorragia da derme, injuria de vasos sanguineos e como um fator de
espalhamento gravitacional (caracteristico do loxoscelismo) e sistémico, facilitando a
penetragdo dos outros componentes do veneno (DA SILVEIRA; WILLE et al., 2007;
SENFF-RIBEIRO et al., 2008).

As hialuronidases também estdo possivelmente relacionadas com os efeitos
nocivos do veneno de aranha-marrom. Foram descritas hialuronidases de diferentes
massas moleculares em diferentes espécies do género Loxosceles (no caso da L.
intermedia foram descritas duas hialuronidases, com massas de 41 e 43 kDa). A
enzima possui atividade de hidrolase e é capaz de degradar acido hialurénico e
condroitin sulfato, presentes na matriz extracelular, funcionando como um fator de
espalhamento do veneno. Da mesma maneira, proteases que degradam
componentes da matriz extracelular ou de membranas basais podem estar
envolvidas com disturbios hemorragicos, agravamento da lesdo dermonecrética e
aumento da permeabilidade vascular. Também sio descritas na literatura duas
serino-proteases (85 e 95 kDa) com atividade gelatinolitica, possivelmente
relacionadas com a atividade toxica do veneno de L. intermedia (DA SILVA et al.,
2004; DA SILVEIRA; CHAIM et al., 2007).

Todos os componentes descritos agem de maneira sinérgica para produzir o
efeito nocivo do veneno. Os mecanismos pelos quais ocorre a lesao celular e
tecidual ndo sao totalmente conhecidos, bem como os mediadores inflamatérios
envolvidos no acidente com a aranha-marrom. Diversos autores destacam o papel
da histamina e mastocitos em eventos inflamatérios, causando vasodilatagao,
aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo de neutrofilos. Assim, os eventos
inflamatérios iniciais provocados pelo veneno de aranha-marrom poderiam estar
relacionados com a degranulacdo de mastocitos e com o conteudo de histamina no
veneno, suficiente para induzir respostas inflamatérias (RATTMANN et al., 2008;
PALUDO et al., 2009).
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2.3 TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein)

A proteina TCTP, do inglés Translationally Controlled Tumor Protein, foi
identificada no final dos anos 80, por trés grupos diferentes que pesquisavam
proteinas reguladas a nivel traducional. A época, a proteina foi chamada por
diferentes nomes (P21, Q23 e P23). Atualmente, alguns autores ainda enfatizam
alguma atividade especifica da proteina ao nomea-la: fortilina, relacionado com sua
atividade antiapoptotica, e HRF (do inglés histamine releasing factor), que enfatiza a
atividade extracelular da proteina. Entretanto, o nome TCTP é o mais utilizado
atualmente na literatura, e sugerido como um nome menos especifico. Nas ultimas
trés décadas, diversos grupos passaram a mostrar interesse no entendimento da
funcdo biolégica desta proteina, uma vez que ela possui diversas propriedades
biolégicas e seu papel nos organismos nao é bem esclarecido (GACHET et al.,
1999; BOMMER; THIELE, 2004).

Esta proteina de baixa massa molecular (aproximadamente 20 kDa) é
amplamente expressa em diversos organismos e em 26 tecidos humanos, o que
aponta para um papel fundamental em vias bioquimicas ou de sinalizagado. De fato, a
proteina TCTP é essencial para o desenvolvimento embrionario e proliferacéo
celular em camundongos e em Drosophila. Além disso, ela possui a capacidade de
ligar calcio e estabilizar microtubulos, sendo esta propriedade relacionada com um
possivel envolvimento no controle do ciclo celular (BOMMER; THIELE, 2004;
HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

Extracelularmente, € capaz de degranular mastécitos provocando a liberagao
de histamina, normalmente em pacientes parasitados ou com alergia. Esta liberagao
de histamina pode ser dependente ou independente de IgE e acredita-se que possa
existir a participacdo de um receptor especifico de TCTP que leva a ativacdo dos
mastocitos. Um fato curioso é que, apesar de ser encontrada em fluidos biolégicos
de pacientes asmaticos ou parasitados e na saliva de carrapatos, o mRNA que
codifica a proteina nao codifica um peptideo sinal de secrecdo e até o momento
nenhuma proteina precursora foi descrita. Acredita-se que esta proteina seja

secretada com auxilio de uma proteina transmembrana, utilizando um via nao-
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classica de secrecdo, chamada de exossomos (BHEEKHA-ESCURA et al., 2000;
HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

A proteina TCTP possui um alto grau de conservagdo em todo o reino animal.
Aproximadamente 50% de todos seus residuos de aminoacidos sao conservados. O
grau de conservacao desta proteina em plantas é semelhante. As TCTPs de
eucariotos possuem alto grau de identidade e sdo totalmente conservadas em
espécies do mesmo género. Nao existe descricao de uma proteina semelhante em
bactérias, indicando que o0 seu surgimento ocorreu apds a separagao entre
procariotos e eucariotos. Além disso, a analise filogenética da proteina TCTP mostra
que a sua evolugdo reflete a histéria evolutiva dos organismos eucariotos.
(VENUGOPAL, 2005; HINOJOSA-MOQOYA et al., 2008).

2.3.1 O gene da proteina TCTP e caracteristicas de seus MRNAs

O gene da proteina TCTP, chamado TPT1, foi estudado em coelhos e foi
descrito que o gene € organizado em cinco introns e seis éxons, totalizando cerca
de 3820 pares de base. O promotor flanqueia a regido 5’, distante 1200 pares de
base e possui a TATA Box na posicao -30, bem como sitio para ligagdo de fatores
de transcrigdo. A transcricdo do gene gera dois RNAs mensageiros de diferentes
tamanhos (com diferentes regides 3’-UTR, formadas por poliadenilagéo alternativa),
sendo o0 mRNA longo mais estavel e menos abundante em tecidos humanos,
quando comparado ao mRNA curto. A regido 5-UTR do mRNA possui uma regiao
rica em pirimidina (THIELE et al., 1998; THIELE et al., 2000). Foi demonstrado ainda
que alteragbes nos niveis de calcio intracelular podem estimular a transcricdo do
gene TPT1 e também regular a traducao do mRNA (XU; BELLAMY; TAYLOR,
1999). Diversas outras situagdes ja foram relacionadas com a expressao do gene
TPT1, tais indugao do crescimento celular, ciclo circadiano, ativacao de macréfagos,
resposta a diferentes tipos de estresse e inducdo de apoptose (BOMMER et al.,
2002).

Estudos da estrutura do mRNA codificador da proteina TCTP revelaram que
ele forma uma estrutura secundaria extensa. Esta estrutura secundaria foi
relacionada com a ativacao do elF4E (fator eucariético de iniciacao da tradugao), da
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quinase p7 (que fosforila a proteina ribossomal S6) e com a ativacédo de uma
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quinase dependente de RNA dupla-fita (PKR). A ativagao desta ultima suprime a
traducdo do mRNA de TCTP. Portanto, fica claro que a estrutura secundaria do
mMRNA regula outros componentes celulares envolvidos na tradugédo deste RNA. Os
mecanismos moleculares de regulacdo da traducdo ainda nao foram totalmente
compreendidos, porém é consenso que a proteina TCTP é regulada nos niveis
traducional e transcricional (BOMMER et al., 2002; BOMMER; THIELE, 2004). O
gene da proteina em plantas ainda ndo foi estudado, mas foi demonstrado que a
proteina  TCTP possui papel fundamental na regulacdo do crescimento
(BERKOWITZ et al., 2008).

Alguns autores destacam a possibilidade de que a TCTP possa estar presentes
em dois pools celulares, um relacionado com a proliferagcdo celular e outro
relacionado com a comunicagao celular e liberagdo de histamina. Esta hipotese é
reforcada pela evidéncia de que o gene desta proteina em mamiferos é transcrito
em dois diferentes mMRNAs, e que estes aparecem em propor¢gdes desiguais em
diferentes tecidos. Existem outras possibilidades, como a existéncia em alguns
animais de mais de um gene para TCTP ou a ocorréncia de splicing alternativo.
Porém, o fato de que animais que possuem um Unico gene codificando TCTP podem
ou nao secretar a proteina deixa claro que a diferente expressado tecidual e a
regulacado da sua localizagdo sao fatores determinantes da funcédo (THIELE et al.,
2000; AMZALLAG et al., 2004; HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

2.3.2 Conservacao e estrutura da proteina TCTP

A analise da estrutura secundaria da sequiéncia de TCTP de diferentes grupos
taxonémicos mostra que residuos de aminoacidos totalmente conservados estédo
localizados principalmente em um lado do nucleo de segmentos em conformagéao 3,
sugerindo que esta regido possa ser relevante para interagcbes moleculares da
proteina. Foi mapeado o dominio de ligacdo a microtubulos, semelhante ao dominio
presente na proteina MAP-1B (proteina de associagdo a microtubulos), contendo
predominancia de residuos de acido glutdmico e lisina. Também foi mapeado um
novo sitio de ligagdo a calcio, diferente dos sitios comumente associados a ligagao
do metal. Tanto o sitio de ligagédo a microtubulos como o sitio de ligagéo a calcio sao
coincidentes e estdo em uma porgao a-hélice da proteina entre os residuos 79 — 123

(numeragao para sequéncia protéica de TCTP de rato), sendo esta a por¢gdo mais
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basica e carregada da proteina (FIGURA 3) (GACHET et al., 1999; KIM et al., 2000;
BOMMER; THIELE, 2004).
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FIGURA 3 — CONSERVAGAO, ESTRUTURA SECUNDARIA E MAPEAMENTO FUNCONAL
DA PROTEINA TCTP

Alinhamento das proteinas TCTP de Schizosaccharomyces pombe, Pisum sativum,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Mus musculus. A numeragéo é
referente a seqiiéncia de S. pombe. Residuos conservados estdo destacados em vermelho.
Residuos da seqiéncia de camundongo envolvidos na ligagdo de microtubulos em MAP-1B
estdo destacados em azul. As regides de ligacao a microtubulos e de ligagdo a calcio estao
indicadas por uma barra azul e verde, respectivamente. Residuos de Serina fosforilados
pela quinase Plk estdo destacados em verde. Elementos da estrutura secundaria de TCTP
de S. pombe estao localizados acima do alinhamento, sendo folhas 3 representadas por
flechas amarelas e a-hélices representadas por barras laranjadas. As assinaturas TCTP1 e
TCTP 2 estao indicadas por barras cor-de-rosa (BOMMER; THIELE, 2004).

A estrutura do sitio de ligacdo a célcio de TCTP humana determinada por
ressonancia magnética nuclear mostrou que o sitio de ligacdo a calcio € maior do
que o previamente determinado. Existe a participacdo de residuos Asn131, GIn133 e
Asp150, conservados em espécies contendo proteinas TCTP ligantes de calcio
(FENG et al., 2007). Existem ainda duas sequéncias consenso: a assinatura TCTP1
(IFAED] - [GA] - [GASF] - N - [PAK] - S - [GTA] - E - [GDEVCF] - [PAGEQV] -
[DEQGAYV]), na regiao do loop moével que une dois segmentos da folha B C, e a
assinatura TCTP2 ([FLIV] - x(4) - [FLVH] - [FY] - [MIVCT] - G - E - x(4,7) - [DENP] -
[GAST] - x - [LIVM] - [GAVI] — x(3) - [FYWQ]), que contém residuos conservados de

um segmento da folha B A e da folha B D bem como do /loop que une as duas folhas.
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A regido C-terminal (102 — 172) que contém a assinatura TCTP2 é responsavel pela
interacdo da proteina TCTP com a uma porgdo citoplasmatica da bomba Na*-K*
ATPase e inibindo sua atividade (THAW et al., 2001; JUNG et al., 2004).

Até o momento, foram determinadas as estruturas terciarias de TCTP em
solucdo de Schizosaccharomyces pombe e Homo sapiens (por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear) e a estrutura cristalografica de TCTP de
Plasmodium knowlesi e Homo sapiens (Difracdo de Raio-X) (THAW et al., 2001;
FENG et al.,, 2007; HINOJOSA-MOYA et al.,, 2008). A analise destas estruturas
revela que a proteina é composta por 4 folhas beta (A — D) e 3 a-hélices (H1, H2 e
H3). As hélices H2 e H3 estdo compactadas formando um grampo que contém

aminoacidos dos sitios de ligacdo a microtubulos e calcio (FIGURA 4).

FIGURA 4 — ESTRUTURA DA PROTEINA TCTP

Estrutura secundaria e terciaria da proteina TCTP. Em A, um esquema de como estao
organizados os elementos da estrutura secundaria da proteina TCTP. A proteina possui
quatro folhas B (A — D), representadas por setas, e trés a-hélices (H1, H2 e H3),
representadas por retdngulos. Em B, a estrutura tridimensional da proteina TCTP, onde
estdo apontadas por setas as regides onde se localizam as assinaturas TCTP1 e
TCTP2, bem como o dominio mais basico da molécula na a-hélice H2. Adaptado de:
THAW et al., 2009.

A analise destas estruturas revela que a proteina é composta por 4 folhas e 3
a-hélices, sendo que regides pertencentes a 3 folhas e uma a-hélice apresentam
similaridade estrutural com chaperonas Mss4, ligante de proteinas Rab quando livre
de nucleotideos. Esta proteina € classificada como uma GFC (do inglés, guanine
nucleotide-free chaperones). Foi postulado que trés residuos de aminodacidos

conservados (Glu12, Leu74 e Glu134, sendo que neste caso a numeragao é para
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sequéncia de TCTP de S. pombe) estdo envolvidos na ligagao da proteina TCTP a
proteinas G, sugerindo que o controle da proliferacdo pela TCTP ocorra através de
interacdo com GTPases (THAW et al., 2001).

2.3.3 Interagdo com proteinas G monomeéricas

Foi descrito que em Drosophila a TCTP atua como um GEF (do inglés, guanine
exchange factor) ou uma proteina acessoéria para ativagdao da GTPase Rheb, um
importante componente da via de sinalizacdo da proteina mTOR, que tem papel
central no controle do ciclo e da proliferagéo celular (HSU et al., 2007). A mesma
atividade foi descrita para proteinas Mss4. Entretanto, a atividade de GEF foi
questionada por outros autores, em funcdo da modesta taxa de troca de
nucleotideos e pelo fato de que alteragdes nos niveis de TCTP nao afetam algumas
proteinas na via mMTOR em que a Rheb esta presente, como seria esperado. A
atuacado da proteina TCTP como um GEF da Rheb ainda é muito controversa e
recentemente Dong et al. (2009) sugeriram o mecanismo molecular desta possivel
funcao bioldgica da proteina, afirmando que a TCTP acelera a troca GDP-GTP da
Rheb e regula positivamente a via mTOR (REHMANN et al., 2008; WANG et al.,
2008; DONG et al., 2009).

Outro exemplo da interacdo com proteinas G é seu envolvimento inibindo
fatores de alongamento na sintese protéica eEF1A e eEF1Bbeta (CANS et al., 2003;
LANGDON; VONAKIS; MACDONALD, 2004). E sugerido que proteinas TCTP
secretadas com atividade de liberacéo de histamina ndo possuem conservagéo nos
aminoacidos responsaveis pela ligagdo a proteinas G. Porém, a analise de
seqUéncias de proteinas TCTP sabidamente liberadoras de histamina ndo corrobora
esta hipotese, pois é evidenciada a liberacao de histamina mesmo por proteinas que
possuem os trés residuos Glu12, Leu74 e Glu134 conservados (HINOJOSA-MOYA
et al., 2008).

2.3.4 Regulacgéao do ciclo celular
Entre as possiveis funcdes da proteina TCTP esta a regulagao do ciclo celular.

Durante o ciclo celular, a proteina permanece ligada a microtibulos e desliga do

fuso mitdtico apos a metafase. Antes da entrada da célula no ciclo celular ocorre um
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grande aumento na concentracdo de TCTP, que permanece estavel durante as
fases G1, S e G2. E possivel observar a proteina ligada ao fuso mitético durante a
mitose, sendo que da anafase em diante ndo é mais observada ligacdo aos
microtubulos. Além disso, células que superexpressam a proteina TCTP tém sua
morfologia alterada e crescimento reduzido. Durante a mitose, a TCTP é fosforilada
por uma polo-quinase (Plk), sendo que em camundongos os sitios de fosforilagdo da
TCTP foram identificados como sendo dois residuos de serina. A agdo da podlo-
quinase causa o desligamento da TCTP do fuso mitético no final da metafase e
possui um papel fundamental na progressao da anafase. Por suas propriedades de
estabilizacdo dos microtubulos, a TCTP superexpressa em células leva a uma
reducdo no crescimento celular e alteragdes de morfologia. E sugerido ainda que a
TCTP possa servir como uma proteina mediadora da interagdo entre microtubulos
do citoesqueleto e mitocdndrias (GACHET et al, 1999; YARM, 2002;
RINNERTHALER et al., 2006).

2.3.5 Ligacao ao ion calcio

Além das propriedades descritas anteriormente, a TCTP foi descrita como uma
nova proteina ligadora de célcio. Os sitios de ligacdo do metal foram identificados e
nao possuem homologia com regides ja descritas de proteinas ligadoras de calcio. O
primeiro sitio foi descrito para a TCTP de rato, na regido entre os aminoacidos 81 e
112. Estudos estruturais mostraram que os aminoacidos Asn131, GIn133 e Asp150
(numeracao relativa a proteina TCTP de Homo sapiens) podem formar um sitio de
coordenacgéo para o metal, o que poderia ser feito por qualquer aminoacido Glx e
Asx. Este sitio ndo coincide com a regiao descrita primeiramente e é possivel que a
diferenca dos dois trabalhos resida no fato de que os primeiros autores trabalharam
com a proteina desnaturada para determinagéo da regiao ligante de calcio. O estudo
da estrutura do sitio sugere que é fundamental a disposi¢do tridimensional dos
aminoacidos Glx e Asx para que ocorra a ligagao ao ion calcio. Apesar de um estudo
sugerir o papel da TCTP no transporte de calcio em células de trofoblastos e de
acreditar-se que a ligagao ao calcio pode estar relacionada com o controle do ciclo
celular, nada mais preciso foi descrito (KIM et al., 2000; ARCURI et al., 2005; FENG
et al., 2007; HINOJOSA-MOYA et al., 2008).



40

2.3.6 Atividade antiapoptotica e cancer

A atividade antiapoptotica da TCTP fez com que alguns autores a chamassem
de fortilina. Esta proteina é capaz de interagir e estabilizar a proteina Mcl-1 (da
familia das proteinas Bcl-2, que regulam a ativagdo de procaspases), homologa da
prépria Bcl-2, que liga Bax e inibe a liberagcdo do citocromo ¢ da mitocéndria.
Inicialmente, Zhang et al. (2002) sugeriram que a Mcl-1 seria uma chaperona da
proteina TCTP, estabilizando-a. Entretanto, trabalhos posteriores mostraram que a
proteina TCTP liga-se a Mcl-1 e a estabiliza por impedir sua degradacgao pela via de
ubiquitinacado. Portanto, a chaperona seria a TCTP, que quando nao é expressa,
impede que a proteina Mcl-1 seja dobrada de maneira correta, acelerando sua
degradacao pela via de ubiquitinagdo dependente de proteossomo. Outra hipotese é
que a TCTP atue como um co-fator de Mcl-1, permitindo sua atividade bioldgica (LI,
ZHANG; FUJISE, 2001; ZHANG et al., 2002; LIU et al., 2005).

Apesar de ter sido nomeada uma proteina de tumor, a TCTP pode ser
encontrada em diversos tecidos normais. Sua expressao tende a ser aumentada em
alguns tipos de tumores e a proteina ja foi indicada como candidata a marcador
tumoral ou alvo terapéutico em cancer pulmonar, colorretal, hepatico e ésseo (KIM et
al., 2008; NIFOROU et al., 2008; ZHU et al., 2008; SLABY et al., 2009). Além disso,
o silenciamento do gene da proteina TCTP por siRNA em células de cancer de
préstata reduz o crescimento celular e induz a apoptose (GNANASEKAR et al.,
2009). Foi ainda verificada a reducao da expressao da proteina TCTP em células de
cancer de célon em resposta ao tratamento com Oxilaplatin (YAO et al., 2009). A
proteina TCTP também foi identificada como um possivel alvo da droga Artemisina
(farmaco antimalarico e téxico para células cancerosas) capaz de alquilar e inativar a
proteina presente no citoplasma de Plasmodium falciparum (BHISUTTHIBHAN;
MESHNICK, 2001; EFFERTH, 2007; TELERMAN; AMSON, 2009).

2.3.7 A proteina TCTP como um fator de liberacédo de histamina

Cerca de dez anos apos sua identificacao, a proteina TCTP foi descrita como
uma molécula que possui a capacidade de liberar histamina de basofilos e foi
chamada de fator de liberagcao de histamina (HRF). Este foi encontrado no plasma

de pacientes alérgicos na fase tardia e agranuldcitos de pacientes com dermatite
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atépica. Posteriormente, verificou-se que a proteina ndo possuia somente a
capacidade de liberar histamina, mas também induzia a liberacao de interleucinas de
basdfilos (IL-4 e IL-13) e eosindfilos (IL-8). Além disso, no ambiente extracelular, a
TCTP funciona como um fator de crescimento e de ativacéo de linfécitos do tipo B
(MACDONALD et al., 1995; KANG et al., 2001; MACDONALD et al., 2001).

A principio, acreditava-se que a TCTP agia como um fator de liberacao de
histamina apenas de basdfilos de doadores humanos que possuiam em sua
superficie um tipo especifico de IgE, denominado entédo IgE+. Moléculas de IgE que
nao causavam liberacdo de histamina dependente de TCTP foram denominadas
IgE-. Assim, acreditava-se que a liberagdo de histamina em basdfilos dependia da
ligacdo da proteina TCTP a moléculas de IgE na superficie. Posteriormente,
verificou-se que mesmo células que ndo expressavam receptor de IgE em sua
superficie sofriam acao do fator de liberacao de histamina, mostrando que existe
uma via independente de IgE na liberagdo de histamina mediada por TCTP.
Atualmente, a hipétese mais difundida é de que a proteina TCTP possui seu préprio
receptor em basdéfilos, o que ainda nao foi demonstrado (MACDONALD et al., 1995;
WANTKE et al., 1999; VONAKIS et al., 2008).

Até os dias de hoje, o mecanismo pelo qual a TCTP induz a liberagcdo de
histamina € pouco conhecido. Analises de citometria de fluxo revelaram que a
proteina liga-se a superficie de basdfilos humanos de doadores responsivos ou nao
a TCTP. O tratamento de basoéfilos com TCTP inicia um processo de sinalizacao
semelhante ao mediado por IgE, pela ativagdo da enzima Syk quinase com
fosforilagdo de MEK e ERK, entretanto sem a fosforilagdo do receptor de IgE e por
uma via diferente da que é induzida por IL-3. A degranulacdo de basdfilios em
resposta a proteina TCTP depende ainda de PIP3, ativacdo de PI3K e Akt
(VONAKIS et al., 2008).

O aumento da expressao de TCTP foi relacionado com diversos eventos de
sinalizacdo intracelular. Foi demonstrada a fosforilagcdo do receptor de fator de
crescimento EGFR, sugerindo-se que esta ativacdo seja mediada por Src quinase
em razao da inativagdo da bomba Na*-K* ATPase, como ocorre no tratamento de
células com oubaina. A ativacdo do EGFR gera a conseqliente ativacao das vias
que envolvem Ras/Raf/Erk, PI3K/Akt e PLC-y/PKC. Como evidenciado em tumores,
a superexpressao de TCTP é um estimulo a sobrevivéncia celular. A via PI3K/Akt

esta relacionada com a redugdo da apoptose, e a inibicdo de Akt aumenta a
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apoptose mesmo em células com a expressdo de TCTP aumentada (KIM; JUNG;
LEE, 2009).

Além de ser encontrada em pacientes com alergia, a proteina TCTP com
atividade liberadora de histamina € secretada por diversos nematddeos no
organismo hospedeiro, induzindo eosinofilia e liberacdo de histamina a partir de
basdfilos. Estes dados sugerem que a TCTP esta envolvida com a resposta
inflamatéria em individuos parasitados. Parasitas como Schistossoma mansoni,
Brugia malayi e Wuchereria bancrofti possuem a capacidade de secretar a proteina
TCTP no organismo hospedeiro (GNANASEKAR et al., 2002; RAO et al., 2002).

Além destes, o Plasmodium falciparum, causador da malaria, também secreta
TCTP no organismo hospedeiro e a TCTP recombinante de P. falciparum é capaz de
causar a liberacdo de histamina de basodfilos e de IL-8 de eosindfilos. Acredita-se
que a TCTP possa ter um papel na proliferagdo celular do P. falciparum, bem como
sua capacidade de liberar histamina possa auxiliar o parasita em dispersdo pelo
organismo hospedeiro. Sabe-se que a droga artemisinina, utilizada para o
tratamento da malaria, liga-se diretamente a proteina TCTP e que cepas resistentes
a droga apresentam maior expressao desta proteina (WALKER et al, 2000;
MACDONALD et al., 2001).

Em artropodes, a proteina TCTP ja foi descrita em 62 espécies. O maior
numero de proteinas descritas esta na classe dos insetos, sendo que apenas na
familia Drosophilidae ja foram encontradas 14 proteinas. Na classe dos aracnideos
foram descritas 9 proteinas TCTP, sendo 8 de carrapatos e apenas duas em
aranhas, uma delas da aranha Lycosa singoriensis e outra na aranha-marrom
Loxosceles laeta. Mulenga et al. (2003) demonstraram que a proteina TCTP é
expressa em diversos tecidos do carrapato Dermacentor variabilis, inclusive na
glandula salivar. A partir da biblioteca de cDNA desta glandula, foi clonada e
expressa uma proteina TCTP recombinante que mostrou-se capaz de liberar
histamina a partir da linhagem celular basofilica RBL-2H3. A saliva do carrapato, na
qual foi demonstrada a presenca da proteina TCTP, também possuiu atividade de
liberacdo de histamina. Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisadores mostrou
que outros trés carrapatos (Dermacentor andersoni, Boophilus microplus e
Amblyomma americanum) expressam a proteina TCTP, todas com alto grau de
similaridade com a TCTP de D. variabilis (MULENGA et al., 2003; MULENGA;
AZAD, 2005). Uma TCTP com atividade liberadora de histamina também foi
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identificada no carrapato de galinhas Dermanyssus gallinae e foi utilizada como alvo
dos anticorpos em uma potencial vacina (BARTLEY et al., 2009).

Em carrapatos, a funcédo de liberacao de histamina da proteina TCTP pode
estar envolvida com a alimentacao, aumentando a vasodilatacao e facilitando a
ingestdo de sangue, mas esta hipétese nao € um consenso (BARTLEY et al., 2009).
Com base nos dados de que a proteina TCTP de diversos parasitas € secretada no
organismo hospedeiro fundamenta-se a hipotese de que ela possa estar envolvida
em processos patoldgicos na resposta do hospedeiro e na resisténcia dos parasitas
a drogas. O alto grau de conservacgao da proteina desde eucariotos unicelulares até
plantas e animais sugere que a atividade de citocina foi adquirida tardiamente na
histéria evolutiva da proteina (BOMMER; THIELE, 2004).

Os dados da literatura mostram que a proteina TCTP no ambiente extracelular
pode apresentar uma atividade do tipo citocina. Apesar de ser uma proteina
citoplasmatica, ela é secretada por uma via ndo classica ainda pouco estudada.
Apesar da grande quantidade de dados gerados a respeito das funcdes desta
proteina, suas fungdes, tanto como citocina quanto como proetina housekeeping,
ainda nao sao completamente entendidas. O estudo da proteina TCTP em outros
animais pode ajudar na compreensao de sua funcdo celular, bem como revelar

novas caracteristicas desta proteina.



44

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes

Os sais, compostos organicos, acidos e solventes organicos utilizados no
trabalho foram adquiridos da Merck (Darmstad, Alemanha). Da Sigma (St. Louis,
EUA) foram adquiridos a Soro Albumina Bovina, B-mercaptoetanol, marcadores de
massa molecular utilizados nos géis de poliacrilamida, adjuvante de Freund
completo e incompleto, além dos anticorpos anti-IgG de coelho conjugados com
fosfatase alcalina utilizados no ensaio de Western Blot. A imunoglobulina G (IgG)
antiveneno utilizada no Western Blot foi produzida em coelhos neozelandeses por
nosso laboratério. Os reativos BCIP e NBT, bem como o brometo de etidio, utilizado
para visualizagdo de géis de DNA, foram adquiridos da Promega (Madison, EUA).
Da GibcoBRL (Bethesda, EUA) foram adquiridos Glicina, Tris, Acrilamida e bis-
Acrilamida (para preparo da solugcdo de poliacrilamida), TEMED e Dodecil Sulfato
de Sddio (SDS). O corante Azul de Coomassie Brilhante R-250 foi adquirido da
Amresco (Solon, EUA). Para quantificagdo de proteinas, foi adquirido da Bio-Rad
(Hercules, EUA) o reativo Dye Reagent Concentrate, contendo corante Azul de
Coomassie, Acido Fosférico e Metanol. Da empresa Fermentas (Burlington, Canada)
foram adquiridos os reagentes para biologia molecular: marcadores de massa
molecular, enzimas Pfu e Taq polimerase, ligase e enzimas de restricao Xhol e
BamHI, juntamente com os tampdes necessarios, além dos dNTPs e do IPTG. Os
oligonucleotideos utilizados nas reagcbes de PCR foram produzidos sob encomenda
pela Bioneer (Daejeon, Coréia do Sul). Para o cultivo de bactérias foram utilizados
no preparo dos meios de triptona, extrato de levedura e agar-agar adquiridos da
HiMedia (Mumbai, india). Os antibiéticos ampicilina e cloranfenicol foram adquiridos
da USB (Cleveleand, EUA). A agarose e a resina Ni?*-NTA agarose foram adquiridas
da Invitrogen (Carlsbad, EUA).

3.2 Animais

Para extracdo de veneno foram utilizadas aranhas adultas da espécie
Loxosceles intermédia coletadas em Curitiba e Regido Metropolitana e mantidas em
condicdes apropriadas no Laboratério de Matriz Extracelular e Biotecnologia de

Venenos da Universidade Federal do Parana.
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Para producdo de anticorpos foram utilizados coelhos neozelandeses
pesando entre 2 e 3 kg. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de
ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. A utilizacao dos animais foi
aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPR, sob o

numero de protocolo 340 (Em anexo).

3.3 Extracao do Veneno por Eletrochoque

O veneno Loxosceles intermedia foi obtido pela aplicagcdo de eletrochoque de
15 V no cefalotérax da aranha e coleta do veneno liberado por micropipeta. Um pool
do veneno de diferentes aranhas foi diluido com tampdo PBS para uma

concentragéo de 2 mg/mL e congelado a -20 °C até o uso (FEITOSA et. al, 1998).

3.4 Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamida

Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (12,5 %) contendo
detergente aniénico Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE) em condi¢des redutoras
ou ndo. Os géis foram preparados utilizando o aparato comercial Mini-PROTEAN 3
(Bio-Rad, Hercules, EUA). A solucdo de poliacrilamida, contendo os catalisadores
APS e TEMED, foi colocada entre placas de vidro e isolada com uma camada de
isobutanol. Apds a polimerizagao, foi removida a camada de agua e isobutanol
acima do gel com auxilio de papel filtro. A solu¢cdo de empacotamento, contendo 5%
de poliacrilamida e os catalisadores, foi colocada acima do gel e nela foi posicionado
0 pente para formacao dos pocos. Apos a polimerizacao, o pente foi removido e os
pocos secos com auxilio de papel filtro. A separacdo das proteinas foi obtida
mediante aplicagcdo de corrente de 25 mA constante, até a separagao total das
proteinas. Os géis foram corados em solug¢ao contendo Azul de Coomassie Brilhante
R-250 (Amresco, Ohio, EUA) 0,25%, metanol 50% e acido acético 10% em agua
deionizada, durante 10 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo constante. A
descoloragao foi realizada com metanol 50% em agua deionizada, com sucessivas
trocas da solugdo de metanol (HARLOW; LANE, 1988).
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3.5 Dosagem de Proteinas pelo Método de Bradford

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Azul de Coomassie,
descrito por Bradford (1976), adaptado para leitura em leitor de placas de 96 wells
(Meridian ELX 800). O método baseia-se na diferenca de coloragdo em que o Azul
de Coomassie pode se encontrar. Ao ligar-se a proteinas, o reativo passa da
coloragao vermelha para azul, sendo sua absorbancia determinada em 595 nm. A
curva padrao foi construida com diferentes quantidades (0,25 ug — 2,00 ug) de Soro
Albumina Bovina e as amostras foram diluidas para entrarem na regido de
linearidade da curva. O volume total de cada ponto da curva e das amostras foi de
20 pL. O reativo para dosagem de proteinas Dye Reagent Concentrate foi diluido
adicionando uma parte do reativo em 4 partes de agua. Foram adicionados 200 pL
do reativo diluido em cada ponto da curva e nas amostras, e apés 5 minutos de
incubacao foi determinada a absorbéncia em 595 nm. Os pontos da curva e as

amostras foram lidos em duplicatas.

3.6 Construcao do Vetor de Expressao de TCTP

Com base nos clones presentes na biblioteca de cDNA da glandula de
veneno de aranha-marrom (Loxosceles intermedia) produzida em nosso laboratério
(CHAIM et al., 2006), foi realizada uma busca de possiveis sequéncias que
codificassem proteinas com potencial biotecnolégico ou possivelmente relacionadas
com os efeitos nocivos do veneno de aranha-marrom. Utilizando o programa de
alinhamento local BLAST (disponivel no site <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>) foi
identificada a seqUéncia completa codificadora de uma proteina da superfamilia
TCTP. Apds a pesquisa bibliografica, decidiu-se pela expressao da proteina, uma
vez que ela poderia esta envolvida com a liberagdo de histamina em resposta ao
veneno da aranha. Para a clonagem da sequéncia em um vetor de expressao, foram
desenhados primers especificos para adigao dos sitios de restricao Xhol e BamHI as
extremidades da seqliiéncia presente em vetor pSPORT. Foi realizada reacdo de
PCR para amplificacao da sequéncia e insercao dos sitios utilizando a enzima Pfu
Polimerase. Para esta reagdo foram utilizados tampao para Pfu Polimerase (1X)
contendo MgSQ4, dNTPs (0,2 mM), primers especificos (0,4 pM), cDNA em
pSPORT (100 ng) e enzima Pfu Polimerase (1,25 U/50 pL). A mistura foi incubada
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em termociclador (My Cycler — Thermal Cycler Bio-Rad, Hercules, EUA) no seguinte
protocolo: 1 ciclo a 94 °C/ 2 min; 35 ciclos a 94 °C/ 30 s — 50 °C/ 30 s — 72 °C/1 min;
1ciclo 72 °C/ 10 min; 1 ciclo de espera a 4 °C/ infinito. O produto desta reagao foi
analisado em gel de agarose 2% com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampao TAE
(Tris 40 mM, acetato de sddio 20 mM e EDTA 1 mM), sendo a corrida eletroforética
realizada em cuba horizontal a 5 V/cm. A visualizacao do gel foi feita em aparelho de
analise de imagens Chemidoc — XRS e software Quantity One — SW (Bio-Rad,
Hercules, EUA). A banda correspondente a sequéncia de interesse foi recortada
com auxilio de bisturi e o DNA extraido com kit de extragdo de DNA (PerfectPrep
Gel Extractio Kit, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O fragmento extraido foi
digerido sequencialmente com as enzimas Xhol e BamHI a (0,5 U/ug DNA, 16h a 37
°C) e inserido em vetor pET14b, também digerido com as mesmas enzimas nas
mesmas condi¢des. A reacéo de ligagéo foi feita utilizando: tampao ligase (1X); T4
DNA ligase (3 U/ pl); inserto e vetor provenientes da digestdo. O volume final da
reacao foi de 20 pl e a ligacao feita durante 16 h a 4 °C. Apds a ligagéo, a enzima
ligase foi inativada com a incubag¢ao do produto final da reacdo a 65 °C durante 5

minutos.

3.7 Transformagao Bacteriana

A construcado foi entdo transformada em cepa bacteriana Escherichia coli
DH5a quimiocompetente. Todos os materiais utilizados no procedimento foram
previamente refrigerados. A uma aliquota de 100 pl contendo bactérias E. coli DH5a
competentes foi adicionado 1 pl do produto da reagcdo de ligagdo realizada
anteriormente. As bactérias foram colocadas em tubos de polipropileno e levadas ao
gelo por 30 minutos, com leve homogeneizacdo em alguns momentos.
Posteriormente, o tubo foi passado para banho-maria a 42 °C por 90 segundos e
novamente colocado no gelo por 2 minutos. Apés o choque térmico foram
adicionados 900 pl de meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,5
g/L, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO,4 10 mM e glicose 0,2 M) para recuperagao
das bactérias. O tubo foi mantido a 37 °C por uma hora sob agitacao leve. Apds a
recuperagdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar (triptona 10 g/L,
extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e agar-agar 15 g/L) suplementado com

ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C em incubadora do tipo BOD, por 16h.
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3.8 PCR de Colonia

Para identificar as coldnias que incorporaram a construgao, foi realizado PCR
de coldnia com primers especificos. Cada coldnia escolhida foi recolhida com auxilio
de palito de madeira estéril e colocada em tubo de PCR. Para amplificacdo do
fragmento, foi realizada reacéo de PCR nas seguintes condi¢ées: Tampao Tag DNA
polimerase (1X); dNTPs (0,2 mM); MgCI2 (1,5 mM); primer especifico reverse e
primer T7 promoter (0,2 mM); Taq Polimerase (1,25 U/50 pl). A mistura foi incubada
em termociclador no protocolo a seguir: 1 ciclo a 95 °C/5 min; 35 ciclos a 95°C/30s —
50°C/30s — 72 °C/1min; 1ciclo 72 °C/10 min; 1 ciclo de espera a 4 °C/ infinito. O

produto do PCR foi analisado em gel de agarose 2%.

3.9 Miniprep para Sequenciamento

Os clones transformados escolhidos foram inoculados em 10 mL de meio LB
contendo ampicilina e incubados por 16h a 37 °C em incubadora do tipo Shaker,
com agitacdo vigorosa. A partir da cultura bacteriana obteve-se o sedimento
bacteriano que foi processado por miniprep (QlAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN,
Valencia, EUA) para extracdo dos plasmidios para reacado de sequenciamento. Para
o PCR de seqlienciamento foi utiizado o DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (GE Healthcare, Piscataway, EUA), utilizando a miniprep descrita
anteriormente como molde e primers especificos e primers T7 e T7 Terminator. O
sequienciamento foi realizado em sequenciador automatico ABI Prism 377 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA). As sequéncias obtidas foram analisadas e entéao
escolhidos os clones para transformacdo em cepa de expressdo. A sequéncia
nucleotidica obtida foi traduzida e analisada no programa ProtParam (disponivel no
site: < http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>) para predi¢gdo de peso molecular

e ponto isoelétrico da proteina.

3.10 Alinhamento e Analise Filogenética

A analise filogenética da proteina TCTP de Loxosceles intermedia foi

construida com base em 29 sequéncias de proteinas TCTP de diferentes

organismos obtidas no banco de dados GenBank (acesso no site:
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<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=protein>). As espécies e 0os numeros
de acesso das sequéncias utilizadas foram os seguintes: Giardia lamblia
(XP_768559), Leishmania major (CAJ05086), Trypanosoma cruzi (XP_806523),
Entamoeba histolytica (XP_656616), Plasmodium falciparum (NP_703454),
Plasmodium  knowlesi  (P84152), Schistosoma  mansoni  (AAL11633),
Schizosaccharomyces pombe (NP_594328), Candida albicans (EAK99010), Hydra
vulgaris (Q94587), Homo sapiens (AAG17927), Bos Taurus (XP_589936), Pan
troglodytes (XP_513682), Mus musculus (NP_033455), Rattus norvegicus
(XP_576332), Wuchereria bancrofti (AAK71499), Brugia malayi (P90697),
Caenorhabditis elegans (CAB02099), Drosophila melanogaster (AAF54603), Apis
mellifera (XP_623154), Aedes aegypti (Q1HR79), Dermacentor andersoni
(AAY67699), Dermacentor variabilis (AAL75585), Ixodes scapularis (AAY66972),
Boophilus microplus (AAY67698) e Amblyomma americanum (AAY67700). O
alinhamento das proteinas foi realizado no programa ClustalX2 no modo de
alinhamento multiplo. A arvore filogenética foi construida com auxilio do programa
MEGA 4.0 a partir do alinhamento gerado anteriormente pelo programa ClustalX2.
Na constru¢ao da arvore foi utilizado o método de Maxima Parcimbnia e a arvore
consenso foi obtida a partir de 1000 replicatas e enraizada com a sequéncia da
proteina TCTP de Giardia lamblia, organismo mais proximo de um ancestral
eucarioto (HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

3.11 Expressao da Proteina TCTP Recombinante

A proteina TCT foi expressa como uma proteina de fusdo, contendo um His-
Tag N-Terminal para possibilitar sua purificacdo. As construgbes corretas
confirmadas por seqlenciamento foram transformadas em cepas bacterianas de
expressao E. coli BL21(DE3) pLysS competentes e as bactérias plaqueadas em
meio LB Agar contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL). Os clones
transformados foram identificados por PCR de col6nia, como descrito anteriormente.
Um teste piloto de expressdo foi realizado para determinar o tempo 6timo de
expressao e a concentracao ideal do indutor IPTG. Uma colbnia isolada foi inoculada
em 10 mL de meio LB contendo ampicilina e cloranfenicol incubada por 37 °C
durante 16h. Esta cultura foi inoculada na diluicdo 1:100 em 50 mL de meio LB com

os antibidticos, e o crescimento monitorado pela determinacao da absorbancia em
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550 nm. Quando as culturas atingiram a absorbéncia entre 0,4 e 0,6 foi adicionado o
indutor IPTG em diferentes concentra¢des (0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 e 50 mM) e
coletadas amostras em diferentes tempos (0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6h) de expressao a 30
°C . As amostras foram analisadas por eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% em
condigdes redutoras (5% de -mercaptoetanol).

Para expressdo em larga escala, uma colbnia isolada contendo a construgao
foi inoculada em 10 mL de meio LB contendo ampicilina e cloranfenicol e incubada
por 16h a 37 °C em incubadora do tipo shaker, com agitagdo vigorosa. A cultura
saturada foi inoculada na diluicdo de 1:100 em 1 litro de meio LB contendo
antibidticos. Quando a cultura atingiu absorbancia entre 0,4 e 0,6 foi adicionado o
indutor IPTG na concentracado de 0,1 mM e a cultura incubada por 4 h a 23 °C. A
temperatura mais baixa possibilita o aumento na solubilidade da proteina
recombinante. A cultura foi centrifugada (9000 x g, 9 minutos) e ressuspendida em
40 mL de tampao de ligagao (fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol

10 mM e lisozima 1 mg/mL). A suspensao bacteriana foi congelada a -80 °C por 16h.

3.12 Purificagao da Proteina TCTP Recombinante

A purificacdo da proteina recombinante expressa foi realizada por
cromatografia de afinidade em resina Ni*-NTA. A suspensdo de células foi
descongelada e lisada por 6 ciclos de 10s de sonicagdo a baixa intensidade. O
lisado foi centrifugado (9000 x g, 15 minutos) e o sobrenadante incubado por 1h a 4
°C com 1 mL de resina Ni*-NTA agarose em agitacdo moderada. A suspensao foi
empacotada em coluna plastica e lavada exaustivamente com o tampdo de lavagem
(fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM), sendo a absorbancia
em 280 nm monitorada durante todo o procedimento de purificacdo. A proteina foi
eluida quando a absorbancia atingiu 0,01, utilizando-se tampéao de eluigéo (fosfato
sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 250 mM). O eluato foi analisado por
eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% sob condi¢des redutoras e a proteina obtida
dialisada contra PBS pH 7,2.

Uma vez que a proteina obtida ndo se encontrava pura, o eluato da
cromatografia de afinidade foi dialisado contra tampéo Bis-Tris (Bis-Tris 20 mM, 10
mM NaCl, pH 7,2) e ligado em resina trocadora de anions DEAE-Agarose Bio-Gel

(Bio-Rad, Hercules, EUA) por 30 minutos a 4 °C em agitagdo moderada. A
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suspensao foi empacotada em coluna de vidro e a eluicdo realizada mediante
incremento na concentracdo de cloreto de soédio, sendo o pico da eluicdo na
concentragdo de 25 mM de NaCl. A ligacdo e a eluicdo da proteina foram
monitoradas pela leitura da absorbancia em 280 nm e aliquotas da proteina
purificada foram analisadas por eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% sob

condicdes redutoras. A proteina purificada foi dialisada contra PBS pH 7,2.

3.13 Producao de Anticorpos anti-TCTP

Para verificar a presenca da proteina TCTP no veneno bruto de L. intermedia,
foram produzidos anticorpos anti-TCTP. Para isso, a proteina recombinante
purificada emulsionada com adjuvante completo de Freund foi injetada em coelhos
em 3 pontos de aplicagdo (sendo uma aplicagdo subcutdnea e duas
intramusculares), num total de 20 ug de proteina. Foram realizados mais 3 reforgos,
com intervalo de duas semanas entre cada um e utilizando adjuvante de Freund
incompleto. Doze dias ap6s a ultima imunizagédo, o sangue foi coletado da veia
auricular em tubos de vidro. Os tubos de vidro permaneceram em incubadora do tipo
BOD a 37 °C durante uma hora, para a formagéo de coagulo. A retracao do coagulo
foi obtida pela manutengdo dos tubos em refrigerador a 4 °C durante 16 h. A

presencga de anticorpos no soro analisada por Western Blot.

3.14 Western Blot

O ensaio de Western Blot foi realizado para identificar a presenga da proteina
de TCTP no veneno de aranha-marrom. Apos eletroforese em SDS-PAGE 12,5%, as
proteinas foram transferidas do gel para membranas de nitrocelulose (Whatman,
Dassel, Alemanha) com aplicacdo de voltagem constante (25 V) por 16 horas em
tampao de transferéncia. As membranas de nitrocelulose foram cortadas em fitas e
bloqueadas com PBS contendo caseina por 1 hora a temperatura ambiente. Para
deteccao da proteina TCTP no veneno, fitas contendo 40 ug de veneno de aranha-
marrom foram incubadas com soro de coelhos pré-imunes e hiperimunes a proteina
TCTP recombinante (1:2000) por 2 horas a temperatura ambiente. Para verificar a
reatividade de IgG anti-veneno com a proteina TCTP, fitas contendo 5 ug da

proteina TCTP recombinante foram incubadas com 25 ug/mL de IgG de coelhos pré-
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imunes e hiperimunes ao veneno de aranha marrom. Em seguida, as membranas
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario anti-IgG de coelho na diluicao
1:1000, conjugado a fosfatase alcalina. Para revelacao ¢é utilizado um substrato para
enzima fosfatase alcalina, o composto BCIP. Apds a remocgao do grupamento fosfato
pela enzima, o BCIP forma um dimero insolivel na reagcdo com composto NBT
(Promega, Madison, EUA) (HARLOW; LANE, 1988).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anadlises da Sequéncia da Proteina TCTP de Loxosceles intermedia

Analisando-se as sequéncias presentes na biblioteca de cDNA da glandula de
veneno da aranha marrom (Loxosceles intermedia), foi identificada uma sequéncia
que codifica uma proteina da superfamilia TCTP (Translationally Controlled Tumor
Protein). Além de suas func¢des de regulagédo do ciclo celular, é conhecida a acao
desta proteina como fator de liberagdo de histamina no ambiente extracelular. Como
ja destacado anteriormente, alguns autores relacionaram os efeitos nocivos do
veneno a sua agao histaminérgica (BOMMER; THIELE, 2004; RATTMANN et al.,
2008; PALUDO et al., 2009). Juntos, estes dados baseiam a hipotese de que a
proteina TCTP, produzida na glandula de veneno da aranha marrom, seja inoculada
juntamente com o veneno, causando danos teciduais relacionados a liberagao de
histamina. A seqléncia protéica obtida a partir da tradugcdo da sequéncia de TCTP
presente na biblioteca de cDNA possui alto grau de identidade com proteinas
homologas de parasitas como Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni € o
carrapato Dermacentor variabilis, todas ja descritas como fatores de liberacdo de
histamina (FIGURA 5).

O alinhamento da sequéncia da proteina TCTP de Loxosceles intermedia com
a sequéncia de proteinas TCTP de outros 13 organismos mostra que a proteina
TCTP € muito conservada em diferentes espécies. Dos 172 aminoacidos que
compdem a proteina, 9 estdo em posicdes totalmente conservadas e outros 19
estdo em posicdes em que ocorre conservagdo ou substituicido conservativa. A
proteina TCTP de aranha marrom apresenta conservados 0s aminoacidos
relacionados com a ligacdo a GTPases e aminoacidos total ou parcialmente
conservados nos sitios de ligacdo a microtubulos e a calcio. A proteina apresenta
aminoacidos do tipo GIx e Asx no sitio de coordenagao do ion calcio (Asp129,
GIn131 e Glu148), além de conservagao nos aminoacidos do sitio de ligagao a calcio
descrito inicialmente. Este fato sugere que a capacidade de ligar calcio pode estar
preservada na proteina TCTP de L. intermedia. Entretanto, foi demonstrado que
proteinas TCTP de carrapatos que possuem o sitio de coordenag¢ao conservado sao
incapazes de ligar calcio, indicando que a conformacdo do sitio € crucial para a
capacidade de interagdo com o ion (FIGURA 5) (FENG et al., 2007).
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A conservacao dos aminoacidos necessarios para interagcao com proteinas G
ocorre na maioria dos organismos, inclusive na proteina TCTP de L. intermedia
(Glu12, Leu74 e Glu136), o que sugere que a atividade de regulacao do crescimento
e proliferagdo celular pela proteina TCTP é amplamente difundida. Ainda assim,
proteinas TCTP que apresentam a conservacédo destes aminoacidos podem possuir
atividade de liberagéo de histamina, como é o caso das proteinas de Homo sapiens,
Plasmodium falciparum e Dermacentor variabilis. A conservag¢ao dos 3 residuos nao
€ condigao suficiente para a interacdo com proteinas G, pois a molécula deve estar
estruturada de maneira que os trés aminoacidos formem uma superficie para o
encaixe de GTPases. Assim, nao é possivel postular uma determinada atividade da
proteina TCTP com base apenas em sua estrutura primaria antes de ensaios
biolégicos, ainda mais pelo fato de que esta proteina pode apresentar diferentes
atividades no ambiente extra e intracelular (HINOJOSA-MOYA et al., 2008). Neste
caso, a expressao da proteina TCTP recombinante de L. intermedia é de grande
importancia para que possam ser realizados ensaios que irdo auxiliar na
determinagao da fungao bioldgica da proteina na aranha e em seu veneno.

A anadlise do alinhamento das sequéncias de TCTP mostra que os sitios de
fosforilagdo pela polo-quinase (PIk) sdo conservados somente nas proteinas TCTP
de camundongo, rato e homem, que sédo proximas em termos evolutivos. De fato, foi
descrita interacdo desta enzima com proteinas TCTP de camundongo e homem,
sendo que a fosforilagdo da proteina causa seu desligamento dos microtubulos e
permite a progressao da mitose, especificamente na passagem da metafase para
anafase. A sequencia da TCTP de L. intermedia ndo possui os dois sitios de
fosforilagdo conservados e nenhuma de suas serinas € um sitio para fosfosrilagao
pela Plk [E-G-(A/E)-(I/G)-(D/T)-(D/E)-S-(L/T)-(I/V)]. Isto indica que em aranha
marrom, bem como em outros organismos, esta proteina ndo parece estar envolvida
diretamente com a estabilizagdo dos microtubulos durante o ciclo celular (YARM,
2002).

A analise filogenética mostrou que a proteina TCTP de L. intermedia tende a
ficar agrupada com as proteinas TCTP de carrapatos, ja descritas como fatores de
liberacdo de histamina (FIGURA 6). Em carrapatos, a atividade de liberacao de
histamina foi descrita primeiramente na espécie Dermacentor variabilis. Esta

proteina foi identificada por Western Blot na saliva do animal e sua proteina
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recombinante foi capaz de promover a liberagdo de histamina em linhagem celular
basofilica RBL-2H3 (MULENGA et al., 2003).

Giardia lamblia

— Trypanosoma cruzi

100 L— [ eishmania major

76

Entamoeba histolytica

— Plasmodium falciparum

Gl

100 L——— Prasmodium knowlesi
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— Schizosaccharomyces pombe

91— Candida albicans

Hydra vulgaris
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53
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57

100

Rattus norvegicus
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Aedes aegypti
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FIGURA 6 — FILOGENIA DA PROTEINA TCTP

Arvore filogenética gerada pelo programa MEGA a partir do alinhamento das proteinas
TCTP de diferentes organismos feito no programa ClustalX2. Somente ramos com valor
de corte superior acima de 50% sao mostrados. Clados com valores inferiores foram
unidos. A arvore foi enraizada com a sequéncia da proteina TCTP de Giardia lamblia. A
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filogenia da proteina é consistente com a classificagdo dos eucariotos, e sugere a origem
prematura de um ortélogo da proteina na historia evolutiva deste super-reino. A posicao
da proteina TCTP de Loxosceles intermedia esta destacada em vermelho, mostrando um
agrupamento com proteinas TCTP de carrapatos caracterizadas como fatores de
liberacdo de histamina.

A alimentacdo dos carrapatos duros, como o D. variabilis, € um processo
complexo que envolve a fixagdo do parasita em seu hospedeiro, o corte da epiderme
e insercado das partes bucais no local da ferida. A fixacdo do carrapato gera uma
resposta inflamatéria e a migracdo de células de reparacado (fibroblastos,
queratindcitos e células endoteliais) para o local da ferida. Os carrapatos podem
permanecer longos dias alimentando-se, e para isso precisam secretar no
organismo hospedeiro algumas moléculas que facilitem a sucgdo de sangue e
minimizem a resposta imunolégica do hospedeiro (KRAMER et al.,, 2008). A
secrecdo de uma proteina que atua como um fator de liberacdo de histamina
aumentaria o fluxo de sangue no local da ferida e permitiria a rapida alimentagéo do
animal em alguns estagios de seu desenvolvimento (MULENGA et al., 2003).

Proteinas TCTP foram identificadas em outras trés espécies de carrapatos:
Dermacentor andersoni, Boophilus microplus e Amblyomma americanum, todas com
alto grau de identidade com a TCTP descrita em D. variabilis (>90%) (MULENGA,
AZAD, 2005). Também foi identificada a secrec¢ao de proteinas TCTP por parasitas
no organismo hospedeiro, promovendo a liberacdo de histamina. Esta proteina é
amplamente conservada em diversos grupos taxonémicos e suas funcgbes
biolégicas, bem como sua capacidade de induzir a liberacdo de histamina, sé
recentemente comecaram a ser estudadas (HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

A arvore filogenética foi enraizada com a sequéncia da proteina de Giardia
lamblia, uma vez que alguns autores sugerem que este protozoario seria 0 mais
proximo de um eucarioto ancestral, por ndo possuir mitocondrias e genes que
codifiquem para miosina, dineina e algumas proteinas do citoesqueleto, além de
possuir genes que codificam proteinas bacterianas e contar com uma maquinaria
metabdlica simples. Apesar destas evidencias, ainda existem muitas controvérsias
com relagdo a posi¢do da Giardia lamblia na filogenia dos eucariotos (KEELING,
2007; MORRISON et al., 2007).

A analise filogenética da proteina TCTP praticamente reflete a filogenia dos
eucariotos, apesar da limitacdo do pequeno numero de sequéncias consideradas

(30). No inicio da arvore, observam-se organismos protozoarios parasitas, os quais
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sdo distantes filogeneticamente de seus hospedeiros, o que é também €& descrito
mesmo quando sdo utilizados outros critérios para determinar a filogenia dos
eucariotos. Observa-se entdo uma grande politomia quando a proteina TCTP
diverge a partir dos protozoarios, em decorréncia da jungédo dos ramos com valores
de corte menores que 50%. Os fungos formam um clado unico, proximo do cnidario
Hydra vulgaris e do platelminto Schistosoma mansoni. O agrupamento de
platelmintos com fungos em analises filogenéticas da proteina TCTP ja foi descrito, e
acredita-se que possa ocorrer em razao de funcdes semelhantes da proteina nestes
organismos, apesar da grande distancia evolutiva entre eles (HINOJOSA-MOYA et
al., 2008). Dentro da politomia, os ramos formados s&o baseados em valores de
corte altos, e formam-se ramos distintos para plantas, mamiferos, nematodeos,
insetos e aracnideos. A proteina TCTP de L. intermedia e de Ixodes scapularis, que
apresentam alto grau de identidade (69%), originou-se a partir de um mesmo
ancestral ortdlogo, o qual deu origem também a proteina TCTP do carrapato
hematdfago Dermacentor variabilis, que apresenta atividade de liberacdo de
histamina. Com base na arvore filogenética e nas fungdes ja descritas da proteina
TCTP em diferentes organismos, ndo € possivel inferir a fungado da proteina com
base na sua filogenia. Fica claro, entretanto, que a proteina surgiu cedo na histéria
evolutiva dos eucariotos e apds a divergéncia entre este grupo e os procariotos, ndo
sendo encontrada uma proteina relacionada em bactérias (VENUGOPAL, 2005;
HINOJOSA-MOYA et al., 2008).

4.2 Clonagem da Proteina TCTP de L. intermedia

Uma vez identificada na biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L.
intermedia a sequencia codificadora de uma proteina intimamente relacionada com
fatores de liberacdo de histamina, foram desenhados primers para clonagem da
proteina em um vetor de expressao. Os primers inseriram sitios de restrigdo para
enzimas Xholl e BamHI nas extremidades da sequencia amplificada a partir da
biblioteca de cDNA, permitindo sua clonagem em pET 14b, o vetor de expressao. Os
primers desenhados contem o sitio de restricdo das enzimas, precedidos de
algumas bases para o melhor reconhecimento pela enzima de restricdo (CCG no
caso da enzima Xhol e CG no caso da enzima BamHI), os cédons de iniciagao

(primer foward) e terminacao (primer reverse), além de uma porgdo da sequéncia
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alvo (cerca de 26 bases) para permitir o anelamento. A Tm (melting temperature)

dos primers foward e reverse foi de 66,6 °C e 67,9 °C, respectivamente (FIGURA 7).

CCGCTCGAGATGATCATTTTTAAGGATT
1 CATTCGCTTCCATCGACAAAAATGAT CATTTTTAAGGATT TATTAACAGGAGACGAGATGTTCACTGACTCCTCGAAGTATARAGTGGTCGACGGCTGCTTG
1 M I I F K D L L T' G D EMF T D S S K Y KV VDG C L
103 TATGAAGTGGAATGTCGTCATATTTCACGAAGACATGGAGATATTCAGCTCGATGGAGCCAATCCGTCACARGAAGARGCT
28 YEVECRHISRRHGDIQLDGANPS@EEA
184 GATGAGGCTACTGATGACATTGTAGAATCTGGACTTGACTTGGTTCTARATCAGCGTTTAATTGAAACTGGTTTTTCAARA
55 EIEATDDIVESGLDLVLNQRLIETGFSK
265 AATGACTATAAAGTGTATTTAAAAGGATATACTAAAGCCTTACAAGATAAATGGAAAGAAAT GGAAAAAT CAGAAAGTGAA
82 N D Y KV Y L K G Y T KA L Q D KW KEMEK S E S5 E
346 ATTAATGAAGCAAAGACAAAATTAACAGAAGCTGTGAAAAAAGTCTTACCAAAGCTTAGTGACTTGCAGTTTTTCATGGGA
109 INEAKTKLTEAVKKVLPKLSDLQFFME
427 GAAAGTTCGAATCCAGATGGTTTGATTGCATTGCTAGAATACCGTCAAGTAGAT GAAAAGGAAGTTCCAATAATGATGTTC
136 § § N P D/? L I A L L E YJ R Q¢ V D E K E VvV P T M M F
@CTTTTTCAAATTATCCTAGGGC |
508 TTTAAACATGGTTTGGAC! GAAAAAGTTTAACCCATTTTGAGTTGTACTATTGGAAAGCTGCTTGTCAGAATCGGTCAT
163 F K H 6 L D E E K V -
589 CAAAATGATTGGCAAGTGTACATACCATTGATAACAAGCGTGCCTTTGTTTATTTATCAAGATAATAGATTATATTTCATG
670 AATCTTTTACTTGTGGCTTTATGTACTACAACTTTGATTTATGAACAATATTATGCAAATATGTAAAGT CAATAAAGATGC
751 TTCAGATTTTTG.

FIGURA 7 - CLONAGEM DA PROTEINA TCTP DE Loxosceles intermedia

Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da proteina TCTP glandula de veneno de L.
intermedia. Os primers desenhados para clonagens estdo dentro das setas. Os sitios de
restricdo das enzimas Xhol (primer foward) e BamHI (primer reverse) estdo sublinhados. Os
codons de iniciagdo (ATG) e terminagdo (TAA) estdo em negrito. A assinatura TCTP2 esta
marcada pelo retangulo preto, com destaque para os aminoacidos conservados, em preto. A
assinatura TCTP1 esta destacada pelo retangulo vermelho. No interior, o0 aminoacido circulado
(Glutamina) ndo é conservado em outros organismos, ndo permitindo a identificacdo da
assinatura na Base de Dados ProSite.

A sequéncia obtida a partir da biblioteca nao contém peptideo sinal que
direcione a proteina para o reticulo endoplasmatico, apesar de ser descrita a
secrecao da proteina por diversos autores. Recentes trabalhos sugerem a secregao
por uma via alternativa ao complexo de Golgi, a via dos exossomos. Esta via foi
descrita em 1985, quando um trabalho baseado em microscopia eletrénica de
transmisséao identificou vesiculas que se desprendiam de reticuldcitos levando em
suas membranas receptores de transferrina (PAN et al., 1985). Estas vesiculas
passam pelo sistema de endomembranas, com a internalizacdo de proteinas de
membrana em vesiculas revestidas por clatrina. Forma-se entdo o endossomo inicial
e, apods a fusdo de varias vesiculas e invaginagbes, os corpos multivesiculares,
contendo vesiculas intraluminais. O destino destes pode ser a degradacdo via
lisossomo ou a fusdo com a membrana, liberando as vesiculas intraluminais, agora
chamadas exossomos (FEVRIER; RAPOSO, 2004).
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A proteina TCTP é uma proteina citosolica e apesar de n&do possuir peptideo
sinal N-terminal é secretada por uma via independente do reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi. Amzallag et al. (2004) utilizando linhagens celulares
provenientes de seres humanos demonstrou que a secrecdo da proteina TCTP
ocorre possivelmente pela interacdo com a proteina transmembrana TSAPG, cuja
funcdo ainda nao € totalmente conhecida, mas parece estar relacionada com a
supressao tumoral e regulagdo da via endossomal. A proteina TSAP6 é essencial
para formagdo dos exossomos e parece exportar seletivamente algumas proteinas
através de vesiculas (AMZALLAG et al., 2004, LESPAGNOL et al., 2008).

A traducdo da sequéncia nucleotidica revelou somente a presenga da
assinatura TCTP2, mas nao da assinatura TCTP1, em funcdo da presenca de uma
Glutamina em uma posicéo conservada (Figura 3). As duas assinaturas sao regiées
conservadas ainda nao relacionadas com uma fungéo especifica da proteina TCTP.
Na assinatura TCTP2, esta presente um aminoacido (Glu136) envolvido na interagéao
com proteinas G, além dos trés (Asp129, GIn131 e Glu148) envolvidos na formacgao
de um sitio para coordenacao do ion calcio. Ja a assinatura TCTP1 esta presente
em um loop flexivel da molécula que liga os dois segmentos da folha 3 C, sendo
crucial para a correta conformagdo da molécula. E possivel que a substituicdo n&o
conservativa de uma alanina por uma glutamina nao afete a conformacéao da folha 3
C, uma vez que ocorre em uma regiao flexivel da molécula e que comportaria a
maior cadeia lateral polar da glutamina sem grandes alteragbes estruturais. Analises
de predicao da estrutura secundaria e terciaria nao revelaram alteragcoes em fungao
desta substituicdo, e uma analise mais conclusiva podera ser feita quando for
descrita a implicagao funcional da folha B C e do loop que une os dois segmentos da
folha.

Para avaliar a éxito da reacdo de ligagdo do inserto ao vetor, foi realizado
PCR do produto da ligagdo de com os primers especificos descritos anteriormente.
Neste caso, a amplificacdo pela reacdo de PCR foi suficiente para comprovar o
sucesso na reacao de ligacdo, uma vez que a clonagem é direcional e o inserto s6
podera estar orientado em um sentido. O resultado desta reagcdo de PCR foi
avaliado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A reacéao foi feita em
duplicata, e o gel mostra o marcador de massa molecular e as duas reagdes de
PCR. Nas duas reacgdes de PCR ocorreu a amplificacao de uma banda entre 500 e

600 pares de base, correspondente ao tamanho esperado de 536 pares de base.
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Um pouco abaixo de 400 pares de base, nos pocos correspondentes as duas
reacoes de PCR, pode ser vista uma banda mais fraca, provavelmente resultado de
uma amplificagado inespecifica, uma vez que pode ocorrer um anelamento mais fraco

do primer com regides do vetor (FIGURA 8).

FIGURA 8 — PCR DA REACAO DE
1 2 3 LIGACAO

PCR da reacédo de ligagdo com primers
especificos para TCTP. 1 marcador de
massa molecular; 2 e 3 produtos das
reagbes de PCR da ligacao. A reagao de
PCR foi feita em duplicata e é possivel
1000 observar nas duas reacdes a amplificacao
de um produto na altura de 530 pares de
bases, correspondente ao tamanho do
600 inserto. Gel de agarose 1% corado com
500 brometo de etidio.

400

bp

Constatada a ligacgao, foi realizado PCR de sequenciamento para confirmacao
da construgdo, a qual estava correta. O sequienciamento da construgcao possibilita
verificar se o inserto foi inserido no quadro correto de leitura, além de ser possivel
identificar possiveis trocas de bases que eventualmente possam ter ocorrido nas
reacdes de PCR durante o procedimento de subclonagem do inserto em pET14b a
partir do vetor pSPORT, utilizado na biblioteca de cDNA.

A construgao foi inserida em cepa de expressao E. coli BL21 (DE3) pLysS por
eletroporacao e foi realizado PCR de 48 colbnias utilizando o primer T7 promoter e o
primer especifico reverse. A amplificagdo do inserto ocorreu em 8 das colbnias
testadas. Nas reacdes de PCR de colénia em que ocorreu a amplificagdo, podem
ser vistas 3 bandas. A mais alta, em torno de 700 pares de base, corresponde a
amplificacdo do inserto e uma pequena porgcao do vetor, uma vez que o primer
foward (T7 promoter) anela com o plasmidio. Logo abaixo, pode ser vista uma banda
fraca na altura de 500 pares de base, possivelmente em razado de amplificacao

inespecifica, e outra abaixo de 100 pares de base, relativa ao RNA bacteriano. A
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presenca de outras bandas € comum no PCR de colbnia, ja que o DNA molde

utilizado esta contaminado com todo material genético da bactéria (FIGURA 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

FIGURA 9 — PCR DE COLONIA

PCR de colénia apds transformagao de bactérias quimiocompetentes. Clones 2, 5, 6,
12, 26, 32, 38, e 46 internalizaram a constru¢cdo e apresentaram amplificagdo do
inserto. A esquerda & indicado o marcador de massa molecular. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio.

A baixa eficiéncia da transformacao pode ser explicada pelo fato de que nao
foi realizada a precipitacdo do produto da ligacdo antes da transformacdo. A
presenca da enzima ligase reduz a eficiéncia da transformacgdo, o que pode ser
minimizado com a inativacdo da enzima. Neste caso, o tempo e a temperatura de
inativacdo da enzima ligase podem nao ter sido suficientes, resultando em uma
baixa eficiéncia na transformacao. Além disso, a transformacao por choque térmico
gera menos clones transformantes em relagédo a uma transformacao realizada com
eletroporacdo. Apesar disso, as colbnias positivas foram suficientes para o
prosseguimento. Cada clone teve o inserto sequenciado e um deles (clone 12) foi

escolhido para expressao da proteina recombinante.
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4.3 Expressao e Purificagao da Proteina TCTP Recombinante

O clone 12, escolhido por possuir a construgcao correta, confirmada por
sequenciamento, foi utilizado para expressao da proteina recombinante. A massa da
proteina expressa ficou em torno de 23 kDa, correspondente a massa de 22,3 kDa
predita pelo programa Protparam para a TCTP mais o HisTag fusionado. Com base
no teste de inducédo, a concentragao de indutor (IPTG) determinada foi de 0,1 mM e
o tempo de expressao de 4 horas (FIGURA 10). Apesar de os tempos de 5 e 6 horas
apresentarem visualmente uma banda da proteina visualmente maior em todas as
concentragdes de IPTG, assim como a partir de 3h na concentracédo de IPTG 0,05
mM, a maior quantidade de proteina nao se reflete em sua solubilidade, que fica

diminuida quando um excesso de proteina é expresso.

[Da oh 05h 1h 2h 3h 4h Sh 6h
100 - i Gt SEx T R e
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ESSAO

Teste de indugdo para expresséo da proteina TCTP recombinante. A proteina
foi expressa a 30 °C, em diferentes concentra¢des de IPTG (0,05; 0,1; 0,5; 1,0;
2,5 e 5,0 mM) e tempos (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas). Na figura, em cada gel
estdo indicadas as massas moleculares, os tempos e a concentragéo de IPTG.
A proteina TCTP recombinante apresenta massa de aproximadamente 23
kDa. SDS-PAGE 12,5% em condi¢des redutoras.
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Na literatura, a metodologia utilizada para expressdao de proteinas
recombinantes da superfamilia TCTP é muito variavel. Grande parte dos autores
realiza a expressao da proteina em E. coli, produzindo proteinas fusionadas com a
cauda de 6 histidinas ou GST (glutathione-S-transferase) para permitir a purificagao.
Os tempos de expressao variam de 3 a 24 horas em temperaturas de 16 a 37 °C.
Apenas um grupo, a atividade de liberacdo de histamina da proteina TCTP de
humanos, realizou a expressdo em células de insetos (BHEEKHA-ESCURA et al.,
2000; MACDONALD et al., 2001). A purificagao de proteinas TCTP recombinantes
geralmente foi feita mediante apenas um passo de cromatografia, utilizando os tags
fusionados as proteinas. Em alguns casos foram utilizadas outras metodologias de
cromatografia para purificagcdo das proteinas recombinantes, sempre apos a
purificacdo por cromatografia de afinidade. Foi utilizada gel filtragdo em resina
Sephadex G75 e G50 (BHEEKHA-ESCURA et al., 2000; FENG et al., 2007; DONG
et al., 2009), cromatografia liquida (KIM et al., 2009) e cromatografia de troca idnica
em resina DEAE-Sepharose (KANG et al., 2001). Em um caso foram utilizadas trés
etapas cromatograficas, com a cromatografia de afinidade seguida por cromatografia
de troca idnica em resina DEAE-Sephadex e por fim uma etapa de gel filtracdo em
resina Sephadex G50 (GACHET et al., 1999).

A temperatura padrao para o teste de expressao é de 30 °C, porém o usual é
determinar a temperatura empiricamente. Assim, para a concentracao de IPTG 0,1
mM e tempo de 4h, a melhor temperatura, determinada experimentalmente, foi de 23
°C. Nestas condicoes de expressao foi possivel produzir em torno de 40 mg de
proteina a cada litro de cultura (dado nao mostrado). Apesar da grande quantidade
de proteina produzida, a purificacdo em resina Ni**-NTA agarose n3o foi satisfatoria.
Em 5 ug de proteina purificada aplicadas no gel de poliacrilamida, podem ser
observadas duas bandas de contaminantes em torno de 70 e 30 kDa, além de
diversas bandas de contaminantes abaixo da proteina TCTP recombinante (FIGURA
11 — 5). No gel de purificacdo da proteina, € possivel observar ainda que existe
pequena expressao basal da proteina pela bactéria no tempo Oh (FIGURA 11 -1). O
plasmidio pLysS reprime a expressdo na auséncia de IPTG, evitando que uma
proteina toxica para a bactéria seja expressa sem a presenca do indutor. No tempo
de 4h (FIGURA 11 -2), a quantidade de proteina expressa é grande, porém pode

ser observado que apenas parte dela é soluvel e esta presente no lisado (FIGURA
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11 -3). A ligacdo a resina de niquel é satisfatoria, pois ndo é observada uma banda

consideravel da proteina no void da cromatografia (FIGURA 11 —4).

k FIGURA 11 — PURIFICACAO
Da 1 2 3 4 5 DA PROTEINA TCTP
100 - RECOMBINANTE EM RESINA
Ni>*-NTA AGAROSE

o . A esquerda estdo indicadas as
massas moleculares; 1 - cultura
- bacteriana antes da expresséo;
e e 2 - cultura bacteriana 4 horas
- apos adicdo de IPTG; 3 - lisado
. bacteriano contendo a fragéo
de proteinas soluveis; 4 - void
da cromatografia apos
. - = - incubagédo do lisado com resina
Ni*-NTA; 5 - proteina
recombinante eluida da resina.
T A banda de baixa massa
15 _ ‘ E presente elm 3 e 4 ccsag%sgzrgjg
‘ a enzima lisozima. -
- - ’ : 12,5% em condigGes redutoras.

A presenca de contaminantes em preparados de proteinas recombinantes
nao é incomum. Usualmente é necessario estabelecer quais contaminantes nao
podem estar presentes, pois irdo afetar os experimentos, e qual deve ser proporgcao
da proteina em relacdo aos contaminantes. Purificagbes utilizando IMAC
(Immobilized metal-ion affinity chromatography), como a cromatografia em resina
Ni?*-NTA agarose, geralmente geram produtos com pureza de 70 a 90%. E uma
metodologia simples e rapida, com o resultado de um grau de pureza relativamente
bom. A pureza da proteina recombinante produzida depende de diversos fatores
como o tipo de célula em que a proteina foi expressa, condicdes cromatograficas
como pH, concentracdo de sal e tensoativos, além da presenca de proteinas que
interajam com a matriz ou com o metal (CROWE et. al., 1995; GUPTAA et. al.,
2003).

Diversas estratégias foram usadas para tentar aumentar a pureza da proteina
recombinante purificada por cromatografia de afinidade em resina Ni?*-NTA.
Primeiramente, foi padronizada a relagdo entre a quantidade de resina e de proteina

recombinante. Um excesso de resina em relagdo a proteina recombinante resulta
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em sitios livres para uma interacdo inespecifica com outras proteinas. A melhor
relagdo observada, resultando em uma proteina de maior pureza e menor perda da
proteina no void, foi de 1 mL de resina Ni**-NTA para cada litro de cultura
ressuspendido em 40 mL de tampao de ligacdo. O pH da cromatografia pode ser um
ponto chave na remocao de contaminantes, uma vez que pHs alcalinos (acima de
8,0) facilitam a interacdo de proteinas com o metal. Em pHs mais baixo, apenas
proteinas que interagem fortemente com o metal permanecem ligadas. Inclusive a
eluicdo pode ser realizada com um gradiente de pH, fazendo com que uma fragéao
de alta pureza possa ser obtida. Foi realizada uma tentativa de eluicao utilizando um
gradiente de passos de pH. Entretanto, ainda foi observada a presenca de
contaminantes na proteina purificada e a precipitagdo em pHs abaixo de 6,0
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001; CUTLER, 2004)..

A concentragcao de sal no tampao de cromatografia também influencia a forga
e especificidade da ligagcdo. Altas concentragbes impedem interagdbes menos
especificas, reduzindo a ligacao de contaminantes. Foram utilizadas concentragbes
crescentes de cloreto de sodio no tampéo de ligagéo, até um total de 2 M. Porém,
concentragdes mais altas de sal ndo reduziram a presenga de contaminantes e
ocasionaram a perda da proteina no void. Por fim, foram adicionados ao tampao de
ligacdo substancias que reduzem intera¢cdes hidrofébicas e inespecificas, e,
consequentemente, a ligacao dos contaminantes. O agente tensoativo OTG (octyl-B-
glucoside) foi utilizado para purificagcdo, porém nao foi efetivo na reducédo dos
contaminantes bacterianos. O glicerol, utilizado no tampado de ligacdo na
concentragdao de 30% (v/v) foi o mais efetivo para remogédo dos contaminantes, e
podera ser utilizado em purificagcdes futuras (SAMBROOK & RUSSEL, 2001; CUTLER,
2004).

Em outra estratégia de purificagédo, foram utilizadas condigbes desnaturantes
na purificacdo, com incremento na pureza final. A proteina foi recuperada dos corpos
de inclusao a partir do pellet da cultura de bactérias, utilizando tampao desnaturante
(tampdo de ligacdo contendo 8 M de uréia). A ligagédo da proteina a resina foi
realizada em tampao desnaturante e as lavagens realizadas com o mesmo tampéo
contendo 20 mM de imidazol. A renaturacao da proteina foi realizada na prépria
coluna, com as seguintes etapas da lavagem realizadas sem a presenca de uréia. A
eluicdo da proteina foi feita sem a utilizacdo de uréia. Apesar da redugdo na

quantidade de contaminantes, a proteina purificada ainda apresentava bandas de



67

proteinas bacterianas. Como o processo de desnaturagcdo e renaturagcao pode
resultar em uma proteina com uma conformagao diferente da conformagao nativa,
optou-se por nao utilizar a purificagdo em condigbes desnaturantes.

Como a idéia de expressar proteina TCTP recombinante é utiliza-la em
ensaios que dependem diretamente da degranulagcdo de mastécitos, sua pureza
deve estar em um nivel aceitavel (> 98%), uma vez que mesmo pequenas
quantidades de contaminantes bacterianos podem ligar-se a mastocitos causando
liberacdo de histamina. A maioria dos autores que trabalha com a expressao de
proteina TCTP recombinante ndo descreve problemas em sua purificacdo, sendo
que o numero de autores que utiliza apenas a cromatografia de afinidade para
purificacdo € superior ao numero de autores que utilizam mais de uma etapa
cromatografica. Em alguns trabalhos que utilizaram a proteina TCTP como um fator
de liberagdo de histamina foi realizada a remocao de endotoxinas, especialmente
lipopolisacarideos (LPS), com a passagem da proteina purificada em colunas de
polimixina B (BHEEKHA-ESCURA et al., 2000; KANG et al., 2001; MACDONALD et
al., 2001; VONAKIS et al., 2003). A interferéncia do LPS em ensaios de liberacao de
histamina pode ainda ser descartada comparando-se a atividade da proteina
purificada com preparados protéicos fervidos (KANG et al., 2001; BARTLEY et al.,
2009), apesar de ser descrito que a quantidade de LPS presente na proteina TCTP
purificada por cromatografia de afinidade nao seria suficiente para mimetizar os
efeitos da proteina TCTP (BHEEKHA-ESCURA et al., 2000).

A utilizacdo da cromatografia de troca ibnica foi util para remocédo dos
contaminantes observados no eluato proveniente da cromatografia de afinidade em
resina Ni?*-NTA. Apés a purificacdo em resina DEAE-Agarose, nao sdo mais
observadas bandas de contaminantes bacterianos quando 5 pg de proteina sao
aplicados em gel de poliacrilamida 12,5%. E possivel observar ainda que grande
parte da proteina TCTP recombinante ligou na resina DEAE-Agarose, sendo que
detectada uma pequena quantidade no void apés incubagao da proteina purificada

por cromatografia de afinidade com a resina de troca ibnica (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - PURIFICACAO DA
PROTEINA TCTP RECOMBINANTE

3
-— A esquerda estdo indicadas as
—_— massas moleculares; 1 - cultura
bacteriana antes da expresséo; 2 -
E cultura bacteriana 4 horas apo6s adigao
; de indutor IPTG; 3 - lisado bacteriano
. contendo a fragcdo de proteinas
- soluveis; 4 - void da cromatografia
apos incubacao do lisado com resina
- - — Ni?-NTA; 5 - proteina recombinante
eluida da resina Ni**-NTA; 6 - void da
cromatografia apés ligacao da proteina
a resina DEAE-Agarose; 7 - proteina
— — eluida da resina DEAE-Agarose. SDS-

PAGE 12,5% em condig¢des redutoras.

A resina de troca ibnica DEAE-Agarose utilizada € composta por beads de
agarose contendo o grupamento funcional dietilaminoetil (DEAE). Funciona como
uma resina trocadora de anions fraca, por comecgar a perder sua carga em pHs
acima de 9,0. A proteina TCTP de L. intermedia possui ponto isoelétrico (pl) de 4,7,
de acordo com a predigdo do programa ProtParam. De fato, em pH abaixo de 6,0
inicia-se a precipitacdo da proteina e em pH 4,0 a proteina esta totalmente
precipitada, sendo possivel sua renaturagdo com a elevagédo do pH. Assim, optou-se
por realizar a troca ibnica em um pH acima de 6,0. Em pH acima do ponto
isoelétrico, a proteina encontra-se carregada negativamente, sendo assim
necessario o uso de uma resina com um grupamento trocador de anions, como o
DEAE. Neste caso, o tampdo de escolha deve possuir a mesma carga do
grupamento da resina de troca ibnica, caso contrario o tampao ird participar do
processo de troca ibnica causando alteragdes no pH e reduzindo a capacidade de
ligacao da proteina. O tampéo utilizado foi o Bis-Tris 20 mM, por possuir carga
negativa e capacidade de tamponamento em um pH menor que tampdes contendo
Tris. O pH do tampao deve ser no minimo uma unidade acima do ponto isoelétrico, e
como o pH deveria ser acima de 6,0 (neste pH ja ocorre precipitacdo da proteina),
optou-se pelo pH 7,2. O tampéao utilizado continha ainda 10 mM de cloreto de sédio,
pois em um teste com tubos observou-se que esta forga ibnica ainda permitia a
ligacao da proteina, possivelmente reduzindo a ligagdo de contaminantes.

A eluicao de proteinas ligadas em resinas trocadoras de anions pode ser feita

com reducao do pH ou com aumento da forga ibnica. Como uma redug¢ao no pH
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poderia ocasionar precipitacdo da proteina, optou-se pela eluicdo com aumento
gradual na concentragao de cloreto de sodio. O ideal em uma troca idnica € realizar
a eluicdo com um gradiente continuo de concentracao ou de pH, porém a eluicao foi
feita em um gradiente de passos, em que o mesmo tamp&do com concentracdes
crescentes de sal é aplicado sobre a amostra. Este tipo de eluicdo apresenta a
desvantagem de uma menor resolugdo, podendo fazer com que duas proteinas
sejam eluidas juntamente. A eluicdo em gradiente de passos foi satisfatoria, uma
vez que a proteina obtida ndo apresentou os contaminantes presentes antes da
cromatografia de troca ibnica. Estes contaminantes nao aparecem no void apds a
incubacdo da proteina com a resina DEAE-Agarose, 0 que sugere que O0s
contaminantes permanecem ligados na resina, sendo a proteina TCTP a primeira a

eluir em concentracdes de 20 e 25 mM de cloreto de sédio.

4.4 Immunoblotting para detecg¢ao da Proteina TCTP no Veneno

O soro anti-TCTP recombinante foi produzido em coelhos durante trés meses.
Ao final do processo de imunizagdo, o soro foi testado por Western Blot em
diferentes diluicbes com tiras de nitrocelulose contendo a proteina TCTP
recombinante. Em diluicdes de 1:8000, o soro ainda foi capaz de reconhecer a
proteina TCTP recombinante, porém com uma reagao fraca e pouco especifica. A
diluicao de 1:2000 apresentou boa sensibilidade, sendo a diluicao escolhida para o
ensaio de Westen Blot. Para o reconhecimento da proteina TCTP no veneno, foi
preciso aumentar a sensibilidade incubando a tira de nitrocelulose com o soro
1:2000 por 16 horas a 4 °C.

No ensaio de Western Blot, foram utilizados anticorpos produzidos no
laboratério para verificar a presenca da proteina TCTP no veneno de aranha marrom
extraido por eletrochoque e o reconhecimento da proteina TCTP recombinante por
imunoglobulinas antiveneno. Na fita contendo 40 ug de veneno, o soro de coelhos
imunizados com a proteina TCTP recombinante reconheceu uma proteina na altura
de 22 kDa, massa aproximada da predita pelo programa ProtParam. Ja a IgG
purificada de coelhos imunizados com veneno de L. intermedia reagiu com a
proteina TCTP recombinante, revelando uma banda na mesma altura da banda

identificada no veneno. A reacao foi especifica e os anticorpos de coelhos pré-
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imunes nao tiveram reacdo com proteinas do veneno ou com a proteina
recombinante (FIGURA 13).

kDa
55 -

1 2 3 4
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FIGURA 13 — IMMUNOBLOTTING PARA IDENTIFICACAO DA PROTEINA TCTP NO
VENENO DE ARANHA-MARROM

A esquerda estdo indicadas as massas moleculares. 1 e 2 — 5 ug de proteina TCTP
incubada com 25 ug/mL de IgG de coelhos pré-imunes (1) e hiperimunes (2) ao veneno de
aranha-marrom. 3 e 4 — 40 yg de veneno de aranha-marrom incubados com soro de coelhos
(1:2000) pré-imunes e hiperimunes (4) a proteina TCTP recombinante. As proteinas foram
separadas por SDS-PAGE 12,5% em condigbes redutoras e transferidas para membrana de
nitrocelulose. A revelacao foi feita com anticorpos secundarios conjugados com fosfatase
alcalina.

O resultado no ensaio de immunoblotting sugere a presenga da proteina
TCTP no veneno de aranha-marrom. A massa de veneno utilizada foi alta quando
comparada com outros trabalhos que utilizaram a mesma estratégia para
identificacdo de proteinas dermonecréticas no veneno de L. intermedia, que
utilizaram apenas 2,5 ug de veneno para a reacao de Western Blot (DA SILVEIRA et
al., 2006; APPEL et al., 2008). A maior quantidade de veneno é necessaria, uma vez
que a proteina TCTP parece estar presente em pequena quantidade no veneno
analisado. A expressao da proteina TCTP é regulada na tradugéao, portanto existe a
possibilidade de que diferentes quantidades da proteina estejam presentes em
diferentes momentos da vida do animal. Entretanto, ja foi descrita que as
fosfolipases D sdo um dos principais componentes do veneno, sendo detectadas

mais facilmente em uma quantidade menor de veneno (MACHADO et al., 2005).
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Além disso, a proteina TCTP ndo é secretada pela via classica do reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. A presenca da proteina TCTP no veneno deve
ocorrer pela sua secregdo via exossomos ou pela secreg¢ao holécrina que ocorre na
glandula de veneno. Por possuir um papel intracelular e ndo ser uma proteina
dedicada a secrecao, € compreensivel a presengca de pequenas quantidades da
proteina no veneno.

Mesmo estando presente em pequena quantidade no veneno, a proteina
TCTP pode ser responsavel pela liberagdo de histamina observada nos eventos
inflamatoérios desencadeados pelo envenenamento. Nao foram descritos ensaios in
vivo utilizando a proteina como fator de liberagao de histamina, porém em ensaios
utilizando basdfilos e a linhagem celular basofilica RBL-2H3 a proteina TCTP foi
capaz de promover a liberagdo de histamina na concentragdo de 0,1 ug/mL e da
interleucina IL-8 na concentracdao de 1,8 ug/mL (MACDONALD et al., 2001;
MULENGA et al., 2003).

Ja foi descrito que o veneno de aranha marrom possui um componente
termolabil e n&o dialisavel, relacionado com a atividade histaminérgica do veneno. A
proteina TCTP de Loxosceles intermedia identificada na glandula de veneno da
aranha poderia ser estar envolvida com a agéo histaminérgica do veneno, uma vez
que possui alto grau de identidade com fatores de liberacdo de histamina descritos
em diversas espécies. Ensaios in vitro avaliando a liberagcédo de histamina a partir de
linhagem celular basofilica e analises in vivo de eventos relacionados com a
degranulacdo de mastoécitos em resposta a proteina TCTP recombinante poderao

auxiliar a determinacao da fungao desta proteina no veneno da aranha-marrom.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo identificou uma proteina da superfamilia TCTP, expressa
na glandula de veneno de aranha-marrom Loxosceles intermedia. Homologas desta
proteina ja foram descritas em diversos organismos eucariotos, porém este é o
primeiro trabalho a relatar a identificagdo, clonagem, expressao e purificagcdo de um
homadlogo da proteina TCTP em aranhas. Até o momento, haviam sido anotadas no
GenBank apenas duas ESTs, identificadas nos transcriptomas das aranhas Lycosa
singoriensis (aranha-de-jardim) e Loxosceles laeta. Como em outros organismos, a
proteina TCTP da aranha é muito conservada. O alinhamento com homdlogas de
outros organismos revelou conservagao nas regides de suas assinaturas TCTP1 e
TCTP2, nos sitios de ligagdo a calcio e microtubulos e na superficie responsavel
pela interacdo com proteinas G monoméricas com atividade de GTPase. A filogenia
da proteina TCTP esta em acordo com a filogenia dos eucariotos, e a proteina de L.
intermedia parece estar relacionada com homoélogas de carrapatos liberadoras de
histaminas.

A expressao e purificacdo da proteina TCTP recombinante foi padronizada
durante o estudo. Autores ndo relatam dificuldades na purificacdo da proteina
recombinante, porém alguns trabalhos apresentam mais de uma etapa
cromatografica para a purificacdo da proteina. Neste estudo, a purificacdo da
proteina por utilizando cromatografia de afinidade e posterior troca idbnica foi
suficiente para remover os contaminantes detectaveis em gel de poliacrialimida. A
remogao dos contaminantes é crucial para a continuidade dos estudos de atividade
da proteina. Com a producdo de anticorpos, foi possivel detectar a proteina no
veneno de L. intermedia. O papel desta proteina no veneno ainda permanece incerto
e podera ser elucidado com ensaios biolégicos em animais e linhagens celulares
relacionadas a mastocitos.

Diversos artigos relacionam o papel da TCTP como um fator de liberacao de
histamina com a capacidade de a proteina liberar de maneira dose-dependente o
conteudo de histamina presente na linhagem basofilica RBL-2H3. Apesar da
controvérsia a respeito do uso desta linhagem para o estudo de mastdcitos, a
liberagdo de histamina por células RBL-2H3 é aceita como uma medida da atividade

HRF da proteina TCTP. Uma alternativa para o uso da linhagem RBL-2H3 é a
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purificacdo de mastécitos peritoneais de camundongos ou ratos. A grande vantagem
no uso dos mastdocitos € o maior conteudo de histamina presente nestas células o
que facilitaria a determinacao da atividade de liberacéo de histamina.

Eventos inflamatdrios relacionados a histamina em resposta a TCTP também
poderdo ser avaliados com a utilizacdo de ensaios de formacdo de edema e
aumento da permeabilidade vascular. Até o momento, nao foi descrita atividade HRF
in vivo da proteina TCTP. O tratamento de animais com a proteina TCTP e
antagonistas histaminicos permitira elucidar farmacologicamente a a¢ao da proteina,
bem como comparar o seu efeito biolégico com a resposta inflamatéria desenvolvida
no acidente com veneno de aranha-marrom.

Outra perspectiva de pesquisa é estudar uma das diversas fungdes bioldgicas
em que a TCTP estd implicada. Os anticorpos produzidos em coelhos para a
deteccao desta proteina poderao servir como um marcador em células tumorais. A
partir desta perspectiva, poderao ser implantadas novas metodologias para o estudo
da proteina, como siRNA e transfecgdo de células eucaridticas com vetores
contendo o gene da proteina TCTP. Estes ensaios permitirdo determinar a influéncia
dos niveis de expressao da proteina no comportamento de células cancerosas,
abrindo caminho para o estudo de novas drogas que tenham esta proteina como

alvo.
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