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RESUMO

Acidentes com aranhas-marrons (género Loxosceles) sdo um problema de
saude publica no Brasil. As manifestagcBes clinicas decorrentes do
envenenamento por estas aranhas incluem dermonecrose com espalhamento
gravitacional e manifestacdes sistémicas, como hemolise intravascular
disseminada e insuficiéncia renal aguda, podendo levar a morte. O veneno
loxoscélico é uma mistura de proteinas e peptideos de baixa massa molecular.
Nesta mistura, destacam-se as fosfolipases-D. As fosfolipases-D sozinhas sao
capazes de induzir muitos dos sinais e sintomas induzidos pelo veneno total.
Embora o papel das fosfolipases-D no envenenamento e sua atividade in vitro
seja foco de varios estudos, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares
nos quais se baseia sua toxicidade. Visando um melhor entendimento do
loxoscelismo e o desenvolvimento de novas terapias farmacol6gicas ou outras
praticas biotecnoldgicas, este trabalho teve como objetivo a compreenséo dos
mecanismos moleculares e respostas celulares promovidas por isoformas
recombinantes de fosfolipases-D de aranhas-marrons (L. intermedia e L.
gaucho) apos interacdo com células endoteliais de coelho in vitro. Para os
ensaios in vitro, as toxinas foram primeiramente expressas, purificadas e
avaliadas quanto a sua atividade enzimatica sobre esfingomielina. Visando
avaliar os efeitos citotoxicos das toxinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl em
células endoteliais de aorta de coelho (RAEC), estas foram expostas as toxinas
durante diferentes intervalos de tempo. Analises morfolégicas obtidas por
microscopia de luz em microscopio invertido revelaram que algumas células
apresentaram vacuolizacdo citoplasmatica apdés a exposicdo as toxinas
recombinantes LiRecDT1 e LgRecl. Para avaliar possiveis interacdes das
toxinas recombinantes com microdominios especificos de membrana, foi
realizado o ensaio de fracionamento de membrana para identificacdo e
purificacdo de balsas lipidicas, que se mostrou eficiente para a identificacédo e
separacdo destes microdominios. Porém, os resultados da analise de
presumiveis interacdes de balsas lipidicas com as toxinas recombinantes néo
foram conclusivos, sendo ainda necessaria a padronizacao e o aperfeicoamento
deste ensaio. A obtencéo destes dados permitira uma melhor compreenséao de
mecanismos moleculares que sustentam o papel citotoxico das fosfolipases-D
de aranhas do género Loxosceles.

Palavras-chave: Fosfolipase-D. Célula endotelial. Balsa lipidica.



ABSTRACT

Accidents involving brown-spiders (Loxosceles genus) are a public health issue
in Brazil. Clinical manifestations resulting from poisoning by those spiders include
dermonecrosis with gravitational spread and systemic manifestations, such as
disseminated intravascular hemolysis and acute renal failure, leading to death.
The venom of Loxosceles spiders is a mixture of peptides and proteins of low
molecular weigth. Among these, there are the phospholipase-D, that are able to
induce many of the effects and symptoms induced by whole venom. Although the
role of phospholipase-D in the poisoning and its in vitro activity is subject of
several studies, little is known about the molecular mechanisms which explain
their toxicity. For a better understanding of loxoscelism, as well the development
of new drug therapies or other biotechnological solutions, this study aimed the
understanding of the molecular mechanisms and cellular responses promoted by
recombinant isoforms of phospholipase-D from brown spiders (L. intermedia and
L. Gaucho) upon interaction with rabbit endothelial cells in vitro. The toxins have
been expressed, purified, and evaluated for their enzymatic activity and found
suitable for in vitro assays. To evaluate the cytotoxic effect of recombinant toxins
LiRecDT1 LgRec, rabbit aorta endothelial cells (RAEC) were exposed to these
toxins during different time intervals. Morphological analysis obtained by light
microscopy revealed that LiRectDT1 and LgRecl triggered vacuolization in some
cells. To evaluate possible interactions of recombinant toxins with specific
membrane microdomains, we performed the membrane fractionation assay,
which proved efficient for identification and separation of lipid rafts. However, we
were unable to identify possible interactions of the recombinant toxins with lipid
rafts, since the results of this assay were inconclusive, requiring further
improvement and standardization of the protocol. Obtaining these data will allow
a better understanding of molecular mechanisms sustaining the cytotoxic effect
of phospholipase-D from Loxosceles genus spiders.

Key words: Phospholipase-D. Endothelial cell. Lipd raft.
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1. INTRODUCAO

Aranhas do género Loxosceles sao conhecidas popularmente como aranhas-
marrons, devido a sua coloracdo. Possuem distribuicdo global, com 11 espécies
encontradas no Brasil e 4 ocorrendo no Parana, sendo estas: L. intermedia, L. gaucho,
L. laeta e L. hirsuta (CHAVES-MOREIRA et al., 2011; FISCHER, 2008; FUTRELL,
1992; MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005; PLATNICK, 2013).

O envenenamento por aranhas do género Loxosceles € descrito como
loxoscelismo, o qual € um problema de saude publica no Brasil e no Parana (CHAIM
et al., 2011b; FUTRELL, 1992; ISBISTER; FAN, 2011)

O veneno loxoscélico é descrito como uma mistura de proteinas e peptideos
de baixa massa molecular, com acdes toxicas e enzimaticas (FUTRELL, 1992;
GREMSKI et al., 2014; SENFF-RIBEIRO et al., 2008). Dentre essas proteinas se
destacam as fosfolipases-D, que sozinhas podem induzir muitos do sinais e sintomas
desenvolvidos pelo veneno (APPEL et al., 2008; CHAIM et al., 2006, 2011b; CHAVES-
MOREIRA et al., 2009; DA SILVEIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007). Apesar disso,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares de sua acao citotoxica (NOWATZKI
etal., 2012). Sua toxicidade pode estar relacionada a sua interagdo com microrregioes
especificas de superficie celular, como balsas lipidicas (CHAVES-MOREIRA et al.,
2011; NOWATZKI et al., 2010).

Balsas lipidicas sdo microdominios ricos em colesterol e esfingolipidios,
localizadas na membrana plasmatica. Estdo envolvidas em diversos processos
biolégicos e em respostas adaptativas a estimulos fisiopatolégicos, incluindo
reorganizacao proteica para os eventos de endocitose e exocitose, por exemplo
(MUNRO, 2003).

O desenvolvimento de terapias mais eficientes para os acidentes loxoscélicos
depende da melhor compreenséo dos processos promovidos pelas toxinas do veneno.
A identificacdo de respostas celulares e mecanismos moleculares ativadas pela
exposicdo ao veneno e as toxinas contribuira para o melhor entendimento do

loxoscelismo e seus alvos moleculares, bem como outras praticas biotecnologicas.



2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Compreender os mecanismos moleculares e respostas celulares promovidas
pela toxina dermonecrética (fosfolipase-D) de aranhas-marrons (Loxosceles

intermedia e Loxosceles gaucho) apds interagdo com células endoteliais.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencéo de trés isoformas recombinantes de fosfolipase-D de L. intermedia
e L. gaucho (LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e LgRecl) em suas formas puras e ativas
por meio de expressao heteréloga em quantidade suficiente para os testes in vitro;

Determinar a relacédo de citotoxicidade de fosfolipases-D com componentes
de membrana plasmatica de células endoteliais;

Verificar alteracbes morfologicas resultantes da interacdo das fosfolipases-D
com células endoteliais;

Avaliar os possiveis alvos especificos da interacdo de fosfolipases-D em
células endoteliais, tais como componentes da membrana plasméatica ou da matriz

extracelular.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As aranhas do género Loxosceles (Araneae, Sicariidae) sdo popularmente
conhecidas como aranhas-marrons por apresentarem uma coloracado que varia do
marrom-claro ao marrom-escuro. Sdo também conhecidas como aranhas-violino,
devido ao padrdo de pigmentacdo presente na porcao dorsal de seu cefalotdrax
assemelhar-se ao instrumento. Essas aranhas sao pequenas, com tamanho variando
de 1 a 5 centimetros, e possuem seis olhos dispostos em pares formando um
semicirculo (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992; GREMSKI et al., 2014; VETTER,
2008).

As aranhas-marrons possuem distribuicdo global, estando presentes na
Ameérica Central, América do Norte, América do Sul, Europa, Africa, Asia e Oceania.
No Brasil, observa-se a existéncia de 11 espécies de aranha-marrom, com quatro
delas apresentando ocorréncia no Parana: L. intermedia; L. gaucho; L. laeta e L.
hirsuta (CHAVES-MOREIRA et al.,, 2011; FISCHER; BAZILIO; SANTOS, 2009;
MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005; PLATNICK, 2013). Essa ampla distribuicéo
pode ser consequéncia da capacidade dessas aranhas suportarem temperaturas
entre 8°C e 43°C. Além disso, elas podem viver por longos periodos com auséncia de
agua ou alimento (DA SILVA et al., 2004; FUTRELL, 1992). Por serem animais
noturnos e preferirem ambientes secos, escuros e calmos, essas aranhas se
adaptaram muito bem as condi¢c6es domiciliares. No ambiente doméstico, elas podem
ser encontradas atras de quadros, moveis e até mesmo dentro de roupas e sapatos,
sempre ao abrigo de luz direta (TAMBOURGI; GONCALVES-DE-ANDRADE; VAN
DEN BERG, 2010). Consequentemente, acidentes envolvendo aranhas-marrons no
Brasil, e principalmente no estado do Parana, sdo um problema de saude publica,
uma vez que o estado é o que mais notifica acidentes loxoscélicos, apresentando uma
média anual de quase 4500 notificacdes por ano entre 2010 e 2014 (GREMSKI et al.,
2014; MINISTERIO DA SAUDE; DATASUS, 2015).

O termo loxoscelismo é utilizado para caracterizar as manifestacdes clinicas
decorrentes do envenenamento por aranhas do género Loxosceles. O loxoscelismo
pode se apresentar em dois quadros independentes e ndo exclusivos: cutaneo e
sistémico (FUTRELL, 1992; ISBISTER; FAN, 2011). O loxoscelismo cutaneo é o

guadro clinico diretamente relacionado ao local da picada, apresenta sinais e sintomas



como: edema, eritema, equimose, isquemia do tecido local, lesdes dermonecroticas
com espalhamento gravitacional (caracteristico do loxoscelismo) e a formacao de
placas marméreas, que sdo caracterizadas por uma extensdo de tecido isquémico
circundada por um halo vermelho e zonas péalidas (CHATZAKI et al., 2012; ISBISTER,;
FAN, 2011; SENFF-RIBEIRO et al., 2008). O loxoscelismo sistémico é muito menos
comum do que o cutaneo, porém potencialmente mais severo. O quadro sistémico é
caracterizado por coagulacao intravascular disseminada, hemdlise intravascular
(responséavel pelo desenvolvimento de anemia hemolitica, hemoglobindria e ictericia)
e insuficiéncia renal aguda, que pode levar a 6bito (DA SILVA et al., 2004; MALAQUE
et al., 2002; TAMBOURGI; GONCALVES-DE-ANDRADE; VAN DEN BERG, 2010).

O veneno loxoscélico € um liquido cristalino produzido por um par de
glandulas localizado no cefalotorax dessas aranhas e sua composicédo bioquimica
ainda continua sob investigacdo. Porém, diversos estudos mostram que o mesmo
consiste em uma mistura complexa de compostos biologicamente ativos,
principalmente proteinas e peptideos de baixa massa molecular (5-40 kDa) com acbes
toxicas e/ou enzimaticas (FUTRELL, 1992; GREMSKI et al., 2014; SENFF-RIBEIRO
et al., 2008). Dentre as toxinas ja identificadas pertencentes ao veneno, podem ser
citadas: fosfatase alcalina, 5’-nucleotideo fosfohidrolases (FUTRELL, 1992),
hialuronidases (DA SILVEIRA et al., 2007a; FERRER et al., 2013; FUTRELL, 1992;
YOUNG; PINCUS, 2001), serino-proteases (VEIGA et al., 2000b), metaloproteases
(VEIGA et al., 2000a; YOUNG; PINCUS, 2001), nucleosideos sulfatados
(SCHROEDER et al., 2008) e fosfolipases-D (APPEL et al., 2008; CHAIM et al., 2006;
DA SILVEIRA et al., 2002, 2006, 2007b; FUTRELL, 1992).

Aos membros da familia das fosfolipases-D, também denominadas toxinas
dermonecraticas, € atribuida a capacidade de reproduzir a maior parte dos efeitos
biolégicos observados pela acdo do veneno loxoscélico. Estudos mostram que uma
toxina dermonecrotica recombinante de Loxosceles intermedia (LiRecDT1) foi capaz
de estimular dermonecrose, hemdlise, agregacdo plaquetaria, distarbio renal,
aumentar permeabilidade vascular e gerar uma resposta inflamatoria (APPEL et al.,
2008; CHAIM et al., 2006, 2011a; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; DA SILVEIRA et
al., 2006; RIBEIRO et al., 2007). J& uma toxina dermonecroética recombinante de
Loxosceles gaucho (LgRecl) mostrou alta atividade dermonecrotica, capacidade de

promover agregacao plaquetaria e hemolise. Além disso, anticorpos produzidos contra
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essa toxina recombinante conseguiram neutralizar a dermonecrose causada pelo
veneno total de L. gaucho (MAGALHAES et al., 2013)

Primeiramente, essas toxinas foram denominadas esfingomielinases-D,
devido a observagdo de sua atividade hidrolitica sobre esfingomielina (FUTRELL,
1992). Posteriormente, foi-se observado que estas enzimas também atuam sobre
outros substratos fosfolipidicos, sendo entdo denominadas fosfolipases-D (LEE;
LYNCH, 2005).

Dentre os lipidios de membrana que sdo alvos das fosfolipases-D
loxoscélicas, destacam-se a lisofosfatidilcolina e a esfingomielina. Usualmente, a
atividade enzimatica destas toxinas € mensurada pela liberacdo de colina apés a
hidrolise do substrato. Além de colina, a hidrdlise de lisofosfatidilcolina e
esfingomielina resulta em produtos secundarios como acido lisofosfatidico (LPA) e
ceramida-1-fosfato (C1P), respectivamente (LAJOIE et al., 2013; LEE; LYNCH, 2005;
TAMBOURGI; GONCALVES-DE-ANDRADE; VAN DEN BERG, 2010). Tanto a C1P
guanto o LPA sdo metabdlitos lipidicos bioativos e podem ser parcialmente
responsaveis pela toxicidade das fosfolipases-D por ativarem cascatas de sinalizacao
relacionadas a alteracdes fisiopatologicas (CHAIM et al., 2011a). Ja foi identificado
gue a producéo de LPA pode ocorrer através da acao de fosfolipases sobre eritrécitos
ou plaquetas ativadas (AOKI et al., 2002; FOURCADE et al., 1995; SANO et al., 2002)
ou pela acéo de fosfolipases-D sobre a lisofosfatidilcolina (STODDARD; CHUN, 2015;
YUNG; STODDARD; CHUN, 2014).

O acido lisofosfatidico (LPA) induz diversas respostas biolégicas ou
patolégicas por sinalizacdo por meio de receptores acoplados a proteina-G, como
agregacao plaquetaria, hiperpermeabilidade endotelial e respostas pro-inflamatérias
(ANLIKER; CHUN, 2004; LEE; LYNCH, 2005). Também esta envolvido na regulacao
da diferenciacéo e proliferacédo celular (PUSTILNIK et al., 1999), ades&o e migracéo
celular (LAJOIE et al., 2013), rearranjo do citoesqueleto (MOOLENAAR, 1995),
interacdes célula-célula (FUKUSHIMA et al.,, 2002), além de cicatrizacdo e
tumorigénese (KIM et al., 2006).

De maneira semelhante, a C1P, produzida pelas fosfolipases-D a partir da
hidrolise de esfingomielina presente na membrana plasmatica, estimula a liberacao
de &cido araquidénico e a formacdo de prostaglandina E2 (CHALFANT; SPIEGEL,
2005; PETTUS et al., 2003). Por isso, supfe-se que a C1P tenha papel no quadro

inflamatério induzido pelas fosfolipases-D loxoscélicas, uma vez que pode induzir a
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sintese moléculas proé-inflamatérias como NF-kB, IL-8 e outras citocinas (CHAIM et
al., 2011a; DRAGULEV et al., 2007).

Os efeitos do veneno total de Loxosceles intermedia sobre células endoteliais
ja foram descritos anteriormente (CHAIM et al., 2011a; NOWATZKI et al., 2010, 2012;
PALUDO et al., 2006). O endotélio vascular tem como fung¢des primarias a
manutencdo do fluxo sanguineo (BUSSE; FLEMING, 2006), o controle da
permeabilidade vascular (MINSHALL; MALIK, 2006) e a estabilizacdo de leucocitos
circulantes (LEY; REUTERSHAN, 2006). Porém, o endotélio pode se modificar para
promover as etapas envolvidas em um processo inflamatorio, como o recrutamento
de leucdcitos para o local da lesdo (POBER; SESSA, 2007). Estudos demonstraram
gue o veneno é capaz de agir sobre essas células, levando a alterac6es morfoldgicas
como retracao celular, aumento de filopodios e desadesao da matriz extracelular, além
da ativacdo de plaquetas e leucocitos, e aumento da permeabilidade dos vasos
(NOWATZKI et al., 2010; PALUDO et al., 2006). Foi observado que algumas toxinas
do veneno de L. intermedia sdo endocitadas por células endoteliais e transportadas
aos lisossomos, embora ndo causando danos a integridade estrutural destes
(NOWATZKI et al., 2010). Segundo os autores, os efeitos citotoOxicos do veneno
loxoscélico em células endoteliais podem estar relacionados a outros eventos que nao
a sua internalizacdo. Sugere-se, entdo, que a superficie celular e ligacbes
extracelulares sejam importantes no processo de citotoxicidade observado, uma vez
gue as toxinas de L. intermedia induziram uma diminuicdo na quantidade de
glicoconjugados na superficie celular (NOWATZKI et al., 2010).

A PLD é capaz de induzir efeitos semelhantes aos do veneno total, como
alteracdes na organizacdo, assimetria e fluidez da membrana plasmatica com
translocacdo de fosfatidilserina para a face extracelular (GOMEZ-CAMBRONERO,
2010; MCDERMOTT; WAKELAM; MORRIS, 2004; ROTH, 2008). Além disse,
eritrocitos humanos expostos a PLD recombinante de L. intermedia apresentaram
agregacao de microdominios ricos em colesterol, o que pode levar a atividade de rotas
de sinalizacao intracelular (CHAIM et al., 2011a; CHAVES-MOREIRA et al., 2009).

Balsas lipidicas sdo microdominios de membrana ricas em colesterol e
esfingolipidios, localizadas na membrana plasmatica (MUNRO, 2003). Esses
microdominios estdo envolvidos em uma variedade de processos biologicos, tais
como cascatas de sinalizac&o, apoptose, adesdo e migragao celular, organizagéo do

citoesqueleto e organizacdo proteica durante endocitose e exocitose. Além disso, as
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balsas lipidicas parecem ser a porta de entrada celular de diversos virus, bactérias e
toxinas. Além das balsas lipidicas, outro ponto de entrada para virus, bactérias e
toxinas podem ser as plataformas de ceramida (ALBINET et al., 2013; MUNRO, 2003).
Plataformas s&o grandes dominios de membrana onde ha o acumulo de ceramidas, e
sdo importantes para a agregacdo, aprisionamento ou exclusdo de moléculas
receptoras e de sinalizacdo intracelular. Dessa forma, a producéo destes dominios é
capaz de reorganizar a sinalizagéo celular (HENRY et al., 2013).

Dentre as toxinas que interagem com estruturas especificas de membrana,
como balsas lipidicas, e sao posteriormente internalizadas pela célula, podemos citar:
toxina da célera (KIRKHAM; PARTON, 2005; TORGERSEN et al., 2001), toxina Shiga
(KOVBASNJUK; EDIDIN; DONOWITZ, 2001) e neurotoxina do tétano (HERREROS;
NG; SCHIAVO, 2001). Apos internalizadas, as toxinas podem ser direcionadas para o
sistema endossomo-lisossomo ou para caveolossomos (KIRKHAM; PARTON, 2005).
A citoxicidade exercida por elas depende de sua via pos-endocitica, através da
degradacédo por lisossomos ou translocacéo para o reticulo endoplasmatico com
subsequente liberacdo de moléculas bioativas no citosol (KIRKHAM; PARTON, 2005)

Internalizacdes auto-induzidas de toxinas séo altamente dependentes de suas
interacdes com glicoesfingolipidios. A toxina Shiga, por exemplo, interage com a
membrana promovendo a agregacdo de seus receptores glicoesfingolipideos no
folheto externo, o que leva a uma formacéo de invaginacdes tubulares, permitindo a
entrada da toxina na célula (ROMER et al., 2007). Observou-se que a toxina
dermonecraotica induz a uma reorganizacdo da membrana plasmatica em eritrocitos in
vitro, levando a agregacéo de balsas lipidicas (CHAVES-MOREIRA et al., 2011).
Nesse contexto, além das interacbes na superficie celular, outro fator que pode
contribuir para o desenvolvimento de toxicidade das fosfolipases-D é a possivel
internalizacdo da toxina pela presenca de receptores nesses dominios de membrana.

Em um estudo com fosfolipase-D de Streptomyces chromofuscus (VAN DIJK
et al., 1998), observou-se que a toxina foi capaz de induzir mobilizacdo de Caz+,
fosforilacdo de tirosina e polimerizacdo de actina, eventos que estdo envolvidos na
internalizacdo de balsas lipidicas (KIRKHAM; PARTON, 2005). Tanto células
endoteliais de aorta de coelho em cultivo expostas ao veneno total de L. intermedia
(PALUDO et al.,, 2006), quanto eritrocitos expostos a toxina dermonecrotica

recombinante (CHAVES-MOREIRA et al., 2011) apresentaram 0S mesmos eventos
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citados. Assim, é possivel sugerir que a PLD, ao interagir com a membrana de células,

pode iniciar eventos que levem a sua internalizacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 TRANSFORMAGAO DAS CONSTRUCOES EM Escherichia coli BL21(DE3)pLysS

As toxinas utilizadas nesse trabalho foram produzidas a partir de uma
biblioteca de cDNA da glandula produtora de veneno de L. intermedia e L. gaucho,
segundo protocolo de Chaim e colaboradores (2006). As construcdes em vetor de
expressdo pET-14b da toxina dermonecrotica de L. intermedia (LiRecDT1) e de sua
isoforma com mutagéo sitio-dirigida no sitio catalitico (LiRecDT1 H12A) (CHAIM et al.,
2011a; KUSMA et al., 2008) foram obtidas no Laboratorio de Matriz Extracelular e
Biotecnologia de Venenos do Departamento de Biologia Celular da Universidade
Federal do Paranad. A construcdo em vetor de expressdao pAE da toxina
dermonecrotica de L. gaucho (LgRecl) foi disponibilizada pela Dr2. Katia Cristina
Barbaro, do Laboratorio de Imunopatologia do Instituto Butantan (MAGALHAES et al.,
2013). A escolha destas trés isoformas recombinantes se deu para a comparacao dos
efeitos promovidos por toxinas de diferentes espécies (LiRecDT1 e LgRecl) e para a
observacéo da correlacédo destes efeitos com a atividade catalitica das toxinas, uma
vez que a LiRecDT1 H12A possui uma mutacdo pontual que é responsavel por
drastica diminuicdo de atividade catalitica da fosfolipase-D (KUSMA et al., 2008).

Previamente a expressao das toxinas recombinantes, as constru¢des foram
transformadas por eletroporacdo em cepa bacteriana eletrocompetente E. coli
BL21(DE3)pLysS. Apos a transformacdo, as bactérias foram ressuspensas em meio
SOC (triptona 20 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; KCI 2,5 mM; MgCl, 10
mM; MgSO4 10mM,; glicose 0,2 M) e incubadas a 37°C por 1 hora, constituindo a fase
de recuperacdo. Em seguida, foi realizado o plaqueamento das mesmas em duas
placas constituidas de meio LB &gar (triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl
10 g/L; agar-agar 15 g/L), ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pug/mL), sendo a
primeira placa referente a uma fracdo de 100 pL da solucéo contendo as bactérias
transformadas, e a segunda placa referente a 900 pL. O plagueamento foi realizado
com alca de Drigalski e as placas foram incubadas a 37°C por 16 horas (CHAIM et
al., 2011a; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2013).
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4.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE FOSFOLIPASES-D RECOMBINANTES

Para a expressdo de cada toxina recombinante, a partir de uma colbnia
isolada das placas obtidas ap6s a transformacdo, foi realizado um pré-in6culo
contendo 12 mL de meio LB-liquido (triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl
10 g/L), ampicilina (100 pug/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL). Cada pré-inéculo foi
incubado a 37°C por 16 horas sob agitacdo constante de 200rpm. ApGs o crescimento
das culturas, foi realizado um in6culo a partir da amostra anterior utilizando a razédo
1:100 (cultura do pré-in6culo:meio LB-liquido). ApGs cada cultura atingir a densidade
Optica entre 0.4 e 0.6 medida em 550 nm; a inducdo da expressao das proteinas
recombinantes foi realizada utilizando 0,05 mM de B-D-thiogalactopiranosideo (IPTG)
a 30°C por 3,5 horas (para LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A) ou 1 mM de IPTG a 37°C
por 4 horas (para LgRecl). Foram coletadas amostras nos tempos inicial (TOh) e final
(T3,5h ou T4h) de expresséo, as quais foram centrifugadas por 3 minutos a 4000 xg.
A fracdo soluvel de cada amostra foi descartado e o precipitado resultante foi
congelado a -20°C. Apds o tempo de expressao, as culturas foram resfriadas em
banho de agual/gelo e centrifugada por 7 minutos a 7000 xG. O precipitado foi
ressuspendido em tampao de ligacdo (NaH-PO4 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM;
imidazol 10 mM) e cada amostra foi incubada com lisozima 1 mg/mL por 30 minutos
a 4°C. Apos, as amostras foram submetidas a lise mecanica em prensa French Press
(4 ciclos de 1000 psi cada) e entédo centrifugadas a 9000 xG por 30 minutos. A fracao
soluvel foi separada do precipitado e ambos foram mantidos a 4°C. Apés a lise, a
fracdo soluvel referente a cada expresséo foi incubada com resina de Ni-NTA Agarose
previamente equilibrada com tampao de ligacdo (NaH2PO4 50mM pH 8,0; NaCl 500
mM; imidazol 10mM) por 1 hora a 4°C sob agitacdo de 6 rpm. Em seguida, foram
realizadas sucessivas lavagens com tampédo de lavagem (NaH2PO4 50mM pH 8,0;
NaCl 500 mM; imidazol 20 mM). A proteina recombinante foi eluida com tampéao de
eluicdo (NaH2PO4 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 250 mM) (CHAIM et al.,
2011a; CHAVES-MOREIRA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2013).
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4.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE FOSFOLIPASES-D RECOMBINANTES POR
SDS-PAGE

A fim de analisar os resultados das expressdes da LiRecDT1, LiRecDT1 H12A
e LgRecl, foram realizadas eletroforeses em géis de poliacrilamida 12,5% contendo
detergente anidnico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) sob condi¢des redutoras
(contendo 5% de B-mercaptoetanol). A solucdo de poliacrilamida contendo os
catalisadores APS e TEMED foi colocada entre placas de vidro e isolada com uma
camada de isobutanol. Apés a polimerizacdo, foi removida a camada de agua e
isobutanol acima do gel com auxilio de papel filtro. A solucdo de empacotamento,
contendo 5% de poliacrilamida e os catalisadores, foi colocada acima do gel e nela foi
posicionado o pente para formacdo dos pocos. ApOs a polimerizacdo, o pente foi
removido e 0s poc¢os secos com auxilio de papel filtro. A separacéo das proteinas foi
obtida mediante aplicacéo de corrente de 25 mA constante, até a separacao total das
mesmas. Os géis foram corados em solucdo contendo Azul de Coomassie Brilhante
R-250 0,25%, metanol 50% e acido acético 10% em agua deionizada, durante 10
minutos a temperatura ambiente sob agitacao constante. A descoloracéo foi realizada
com metanol 50% em agua deionizada, com sucessivas trocas da solucdo de metanol.
Em seguida, os géis foram observados sob luz branca e foto documentados em
scanner Epson Perfection 3490 Photo (CHAIM et al., 2011a; CHAVES-MOREIRA et
al., 2009).

4.4 DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

A dosagem da concentracao de proteinas recombinantes obtidas foi realizada através
do método de Azul de Coomassie, como descrito por Bradford, 1976. A absorbancia
foi obtida em 610 nm em leitor ELISA (Meridian, ELx 800, Auto Reader Diagnostics
inc, EUA).
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4.5 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E FUNCIONAL DE
FOSFOLIPASES-D

As amostras das toxinas dermonecrdéticas recombinantes foram avaliadas
frente a atividade hidrolitica de lipidios utilizando kit para deteccdo indireta da
liberacdo de colina. O ensaio preconiza a deteccdo da atividade das proteinas
recombinantes usando o reagente 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazine Amplex Red®
(Molecular Probes, Eugene, EUA), um reagente fluorogénico sensivel para H20,. Cada
toxina foi incubada (10 pug) com o substrato lipidico esfingomielina, sendo a mesma
hidrolisada gerando ceramida-1-fosfato e colina. A colina por sua vez, é oxidada pela
enzima colina oxidase a betaina e H20,. Finalmente, o H202 na presenca da peroxidase
reage com o Amplex red estequiometricamente (1:1), gerando um produto altamente
fluorescente, o resorufin. As reacdes foram realizadas em triplicatas, sendo as
amostras incubadas a 37°C por 1 hora. Em seguida, a fluorescéncia foi determinada
em espectrofluorimetro (M200 Infinite - TECAN) usando comprimento de onda de

excitacdo em 560 nm e emissdo em 590 nm (CHAIM et al., 2011a).

4.6 CULTIVO CELULAR

O modelo de estudo escolhido para o projeto foi as células endoteliais de aorta
de coelho (linhagem RAEC) (BUONASSISI, 1973), as quais foram mantidas em meio
F12 (mistura de nutrientes Ham’s F12) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) com L-
glutamina, suplementado com bicarbonato de sédio (14 mM), 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), antibiético (100 ug/mL de penicilina e 100 ug/mL
de estreptomicina) provenientes da Sigma (Sigma—Aldrich Chemical Co., St. Louis,
MO, USA). As células foram mantidas em estufa a 37°C com uma atmosfera Umida,
sob tensdo de 5% de CO2. O subcultivo celular foi realizado primeiramente através
de 3 lavagens com solucdo de EBSS (solucdo salina balanceada de Earl). Em
seguida, foi adicionado solucdo de pancreatina diluida em EBSS (0,25%

massa/volume). O complexo enzimatico de pancreatina (também conhecida como
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viocase) € composto por colagenases, elastases, esterases, nucleases e peptidases.
Este complexo é extraido do péncreas suino e foi adquirido da Gibco (Life
Technologies Rockville, MD, EUA). As células permaneceram sob acdo enzimética
por um periodo de 30 minutos. A seguir, a suspensao de células foi diluida em meio
F12 contendo 10% de SFB, para inibir a agdo enzimatica. As células foram entéo
coletadas por centrifugacao, ressuspensas novamente em meio F12 contendo 10%
de SFB e cultivadas em frascos provenientes da Kasvi. Estoques celulares foram
mantidos no nitrogénio liquido, armazenados em tubos adequados, em solucédo de
congelamento (90% de soro fetal bovino e 10% de DMSO (Sigma—Aldrich) em meio
F12).

Para a avaliacao das alteracdes morfolégicas desencadeadas pela exposicao
das células as fosfolipases-D recombinantes, 10000 células foram plaqueadas por
poco em placa de 24 wells, cultivadas por 48 horas para adeséo e producao de matriz,
submetidas a situacao de starvation, onde ndo ha a presenca de soro fetal bovino no
meio, por 16 horas e em seguida foram incubadas com 50 pg/ml de cada toxina
recombinante, em duplicatas, em um total de 300ul de meio F12 por poc¢o, por um
periodo de no maximo 24 horas (FRESHNEY, 2010).

4.7 ISOLAMENTO DA FRACAO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA BALSAS
LIPIDICAS DE CELULAS RAEC POR FRACIONAMENTO EM GRADIENTE DE
SACAROSE OU NYCODENZ

Foi realizada a purificacdo de balsas lipidicas seguindo protocolo adaptado
(KESHET et al., 2000; SOUZA, 2012) para o estudo de proteinas residentes de
microdominios que possam ser importantes na interacdo das fosfolipases-D. As
células endoteliais (expostas ou ndo as toxinas recombinantes (50 pg/ml)) em cultivo
foram coletadas em suspensdo ap0s exposicdo a viocase (como descrito no item
anterior), contadas em camara de Neubauer para a padronizacdo da quantidade de
1,0 x 107 células por ensaio. As células foram entdo homogeneizadas em tamp&o TNE
gelado (NaCl 150 mM, Tris-HCI 25 mM pH 7,5; EDTA 5 mM e Triton X-100 1%
acrescido de coquetel de inibidores de proteases) e incubadas por 30 minutos em

banho de gelo. O lisado foi centrifugado por 5 minutos a 500x g a 4°C e o sobrenadante
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coletado. Em seguida, a amostra foi misturada com igual volume de uma solucéo de
70% Nycodenz AG (Axis-Shield) (m:v) em tampdo TNE e colocada em tubo de
ultracentrifuga. Sobre este lisado montou-se um gradiente linear de Nycodenz de 8%
a 35%. A amostra foi ultracentrifugada por 4 horas a 4°C a 200000 xg em rotor sem
angulo fixo (Optima X Beckman Coulter). Treze fragdes de 180 pL foram coletadas do
topo até o fundo do tubo e suas concentracdes proteicas definidas pelo ensaio de
micro BCA (Micro BCA Protein Assay Kit —Thermo Scientific), descrito por Smith e
colaboradores (1985). Aliquotas contendo 1 ug de cada fracdo foram separadas em
SDS-PAGE 12,5% e analisadas por reacdes de Western Blotting para a identificagéo
de quais destas continham flotilina, uma proteina residente de balsas lipidicas
(BICKEL et al., 1997). Dessa forma, as balsas lipidicas purificadas foram
imunodetectadas com anticorpos anti-flotilina-1 (Santa Cruz Biotechnology) e as
demais fracbes foram combinadas e consideradas como fragdes sollveis em Triton
X-100 1% a 4°C.

4.8 REACOES DE WESTERN BLOTTING

Os ensaios de Western Blottting foram realizados para avaliar, detectar e
identificar a presenca de proteinas recombinantes (LiRecDT1, LiRecDT1H12A e
LgRecl) na superficie de células endoteliais RAEC, buscando o entendimento da
interacdo das toxinas em por¢cdes da membrana e/ou fragdes subcelulares. A fim de
identificar as fracbes de membrana provenientes da purificacdo por gradiente de
Nycodenz que continham balsas lipidicas, essas foram detectadas através da
avaliacdo da presenca de flotilina.

Para os ensaios, as fracbes de membrana foram submetidas a uma corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) e entdo as proteinas
transferidas para membrana de nitrocelulose por 15 minutos a voltagem constante
(15V) no aparelho Trans-Blot® SD Cell (221BR 50624). O bloqueio da membrana foi
realizado com uma solucao de leite desnatado em p6 (Molico, Nestlé) 3% (m/v) em
PBS por 2 horas. Apés, a membrana foi incubada por 16 horas, 4 °C, com anticorpos
primérios anti-flotilina-1 (Santa Cruz Biotechnology), para a identificacdo de fracdes

contendo balsas lipidicas, na diluicdo de 1:250 na mesma solugéo de bloqueio. Apos
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5 lavagens de 3 minutos com o tampéo de blogueio, as membranas foram entao
incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho (Goat anti-rabbit IgG,
Millipore), conjugado a peroxidase, por 1 hora a temperatura ambiente. ApGs
sucessivas lavagens, a reac¢ao foi revelada com o substrato do kit SuperSignal® West
Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific). Apds isso a membrana foi
reutilizada e, para isso, os anticorpos foram removidos utilizando-se solucdo NaOH
1M por 30 segundos, seguida de lavagem em agua corrente por 10 minutos. Entéo, a
membrana foi submetida novamente ao bloqueio e incubagc&o com anticorpos, dessa
vez para identificacdo das toxinas recombinantes. Para tal, foi utilizado soro para
identificacdo de fosfolipases recombinantes (produzido em camundongos por N0SSo
grupo) como anticorpo primario e anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(Goat anti-rabbit IgG, Sigma) como secundario. A revelacdo se deu como descrito
acima. (TOWBIN et al. 1979; HARLOW e LANE, 1988).



21

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPRESSAO DAS FOSFOLIPASES-D RECOMBINANTES

O veneno loxoscélico € uma complexa mistura de compostos biologicamente
ativos, com acgdes toxicas e/ou enziméticas (FUTRELL, 1992; GREMSKI et al., 2014;
SENFF-RIBEIRO et al.,, 2008). Dentre as toxinas presentes no veneno, as
fosfolipases-D, ou toxinas dermonecroticas, sdo as mais estudadas, uma vez que sao
capazes de induzir sozinhas muitos dos sinais e sintomas do loxoscelismo (APPEL et
al., 2008; CHAIM et al., 2006, 2011b; DA SILVEIRA et al., 2006; MAGALHAES et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2007) . Porém, como o volume de veneno coletado das aranhas
é relativamente baixo (poucos microlitros), a massa proteica obtida desta maneira
costuma ser baixa. Nesse contexto, alternativas biotecnologicas, como a expressao
heter6loga de toxinas recombinantes, foram desenvolvidas para superar obstaculos
como as baixas quantidades de veneno obtidas por coleta, resultando em quantidades
consideraveis de toxinas puras e em suas isoformas ativas (CHAIM et al., 2011b).

A bactéria E. coli foi utilizada como sistema precursor de expressdo de
proteinas recombinantes e tem sido o sistema de expressao heteréloga mais utilizado
no mundo (SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2008). Suas principais vantagens, em
comparagdo a outros sistemas, como o uso dos eucariotos, sdo a simplicidade,
rapidez e baixo custo (BRONDYK, 2009; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2008)

A partir das construcées LiRecDT1/pET14-b, LiRecDT1 H12A/pET-14b e
LgRecl/pAE, foram realizadas as expressfes de isoformas ativas e mutada de
Fosfolipase-D em cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS. A fim de avaliar a expressao e
solubilidade das proteinas recombinantes, foram coletadas amostras de antes da
inducdo com IPTG (tempo 0Oh), apds a expressao (tempo 3,5h ou 4h), do sobrenadante
apos a lise bacteriana, e das toxinas purificadas através de cromatografia de afinidade
em resina de Ni-NTA Agarose. Tais amostras foram analisadas em SDS-PAGE
12,5%, corado com azul de Coomassie (Figura 1, 2 e 3). Na amostra final, apds a
expressdo das proteinas recombinantes, foi possivel observar, em cada gel, a
presenca de uma banda de maior intensidade em relagdo ao tempo inicial de

expressao na altura de aproximadamente 35 kDa. Tais bandas representam a
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LiRecDT1 (Figura 1), LiRecDT1 H12A (Figura 2) e LgRecl (Figura 3), todas
fusionadas a cauda de 6 histidinas. As proteinas foram expressas em suas formas
soliveis, como evidenciado pela andlise da fracdo solUvel obtida apds a lise das
células. Por fim, ap0s a purificacdo das toxinas recombinantes, é possivel verificar que
todas elas foram obtidas com alto grau de pureza. Esses resultados corroboram os
obtidos anteriormente e presentes na literatura (CHAIM et al., 2011a; CHAVES-
MOREIRA et al., 2009; MAGALHAES et al., 2013).
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FIGURA 1. ANALISE POR SDS/PAGE 12,5% SOB CONDICOES REDUTORAS DA EXPRESSAO DA
LiRecDT1 EM MEIO LB LIQUIDO A 30°C UTILIZANDO A CEPA DE EXPRESSAO E. coli BL21 (DE3)
pLysS. Expressdo induzida por 0,05mM de IPTG. A seta representa a banda na altura de
aproximadamente 35kDa referente a LiRecDT1. As marcagdes “T0” e “T3,5” indicam os tempos inicial
e final de expressdo em horas. E possivel verificar o aumento de intensidade da banda em
aproximadamente 35 kDa ao comparar “T0” e “T3,5”, evidenciando a expressdo da toxina
recombinante. As amostras relativas as fragbes sollveis obtidas apos a lise das bactérias estdo
representadas por “S”, indicando que a proteina esta soluvel. As amostras relativas a proteina
purificada apds cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA Agarose esta representada por “P”.
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FIGURA 2. ANALISE POR SDS/PAGE 12,5% SOB CONDICOES REDUTORAS DAEXPRESSAO DA
LiRecDT1 H12A EM MEIO LB LIQUIDO A 30°C UTILIZANDO A CEPA DE EXPRESSAO E. coli BL21
(DE3) pLysS. Expressédo induzida por 0,05mM de IPTG. A seta representa a banda na altura de
aproximadamente 35kDa referente a LiRecDT1 H12A. As marcacgdes “T0” e “T3,5” indicam os tempos
inicial e final de expressdo em horas. E possivel verificar o aumento de intensidade da banda em
aproximadamente 35 kDa ao comparar “T0” e “T3,5”, evidenciando a expressdo da toxina
recombinante. As amostras relativas as fracGes sollveis obtidas apos a lise das bactérias estédo
representadas por “S”, indicando que a proteina esta soluvel. As amostras relativas a proteina
purificada ap6s cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA Agarose esta representada por “P”.
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FIGURA 3. ANALISE POR SDS/PAGE 12,5% SOB CONDICOES REDUTORAS DAEXPRESSAO DA
LgRecl EM MEIO LB LIQUIDO A 37°C UTILIZANDO A CEPA DE EXPRESSAO E. coli BL21 (DE3)
pLysS. Expressdo induzida por 1 mM de IPTG. A seta representa a banda na altura de
aproximadamente 35kDa referente a LgRec1. As marcagdes “T0” e “T4” indicam os tempos inicial e
final de expressdo em horas. E possivel verificar o aumento de intensidade da banda em
aproximadamente 35 kDa ao comparar “T0” e “T4”, evidenciando a expresséo da toxina recombinante.
As amostras relativas as fracGes sollveis obtidas ap6s a lise das bactérias estdo representadas por
“S”, indicando que a proteina esta solivel. As amostras relativas a proteina purificada apés
cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA Agarose esta representada por “P”.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade das fosfolipases-D de aranhas do género Loxosceles é
caracterizada pela hidrélise da ligacdo fosfodiéster de glicerofosfolipideos e
esfingolipideos. Dentre o0s substratos, destacam-se a esfingomielina e o
lisofosfatidilcolina, que, quando hidrolisados, ha a geracdo de ceramida-1-fosfato
(C1P) e acido lisofosfatidico (LPA), respectivamente, e liberagcéo de colina (FUTRELL,
1992; LAJOIE et al., 2013; LEE; LYNCH, 2005).

A fim de avaliar a atividade enzimatica das toxinas recombinantes, apos a
expressdo da LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e LgRecl, elas foram submetidas a
avaliacdo de sua atividade esfingomielinasica. Para isso, utilizou-se o kit para
deteccéo indireta da liberacdo de colina Amplex Red, como descrito em Materiais e
Métodos. Apdés o ensaio, os dados derivados da leitura espectrofluorimétrica

demonstraram que a LiRecDT1 e LgRecl hidrolisam a esfingomielina, possuindo
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atividade quase 4 vezes maior que a isoforma LiRecDT1 H12A (Figura 4). Os dados
adquiridos corroboram os resultados obtidos por outros autores (CHAIM et al., 2011;
MAGALHAES et al., 2013; VUITIKA et al., 2013; WILLE et al., 2013). Estes resultados,
por sua vez, permitem a utilizacéo para ensaios in vitro da LiRecDT1 e LgRecl como
enzimas dermonecroticas ativas, e da LiRecDT H12A como a enzima dermonecrotica

com atividade residual.

Ensaio de Atividade Esfingomielinasica
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FIGURA 4. COMPARACAO DA ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA ENTRE AS TOXINAS
LiRecDT1, LgRecl e LiRecDT1 H12A. A Atividade das fosfolipases-D recombinantes purificadas foi
avaliada utilizando o kit para detecc¢éo indireta da liberacdo de colina Amplex Red. Os ensaios se deram
a 37°C por 1 hora. Como controle de reacdo foi utilizado PBS na auséncia de qualquer toxina. A
fluorescéncia decorrente do produto da reacéo foi determinada por espectrofluorimetria com excitagao

em 560nm e emissdo em 590nm. Utilizou-se 10ug de cada toxina para o ensaio, em triplicata.

5.3 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA
LiRecDT1, LiRecDT1H12A E LgRecl EM LINHAGEM DE CELULAS ENDOTELIAIS
DE AORTA DE COELHO (RAEC) POR MICROSCOPIA DE LUZ

Apés se avaliar a atividade esfingomilindsica das toxinas recombinantes,
foram avaliadas as alteracbes morfologicas de células RAEC causadas apos a
exposicdo as toxinas LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e LgRecl. As observacdes foram

realizadas por microscopia de luz em microscopio invertido. Apos a exposicao das
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células as toxinas (50 pg/ml), ou PBS, as mesmas foram observadas no tempo inicial
de exposicao (0h) e nos intervalos de 1, 2, 4, 6 e 24 horas. Em comparag¢ao ao grupo
controle (PBS), as células observadas no tempo inicial de exposicéo e nos tempos 1,
2, 4, e 6 horas apls a exposicdo as toxinas recombinantes ndo apresentaram
alteracb6es morfoldgicas (Figuras 5 a 9).

FIGURA 5. AVALIACAO DAS ALTERAGCOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 e
LgRec1 EM CELULAS RAEC NO TEMPO INICIAL. Células da linhagem RAEC foram expostas & PBS
(A), LgRecl (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas logo apds a incubacdo. As
alteracbes morfoldgicas foram observadas por microscopia de luz em microscépio invertido. Nao é
possivel verificar diferencas entre as células expostas as toxinas em comparacdo com as células
expostas a PBS. As barras representam 50um. Aumento de 520x.
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FIGURA 6. AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 e
LgRec1 EM CELULAS RAEC APOS UMA HORA DE INCUBACAO. Células da linhagem RAEC foram
expostas a PBS (A), LgRecl (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas ap6s uma hora
de incubagdo. N&o é possivel verificar diferencgas entre as células expostas as toxinas em comparagao
com as células expostas a PBS. As barras representam 50um. Aumento de 520x.
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FIGURA 7. AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 e
LgRecl EM CELULAS RAEC APOS DUAS HORAS DE INCUBACAO. Células da linhagem RAEC
foram expostas a PBS (A), LgRec1 (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas apés duas
horas de incubagdo. Nao é possivel verificar diferencas entre as células expostas as toxinas em
comparagao com as células expostas a PBS. As barras representam 50um. Aumento de 520x.
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FIGURA 8. AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 e
LgRec1 EM CELULAS RAEC APOS QUATRO HORAS DE INCUBACAO. Células da linhagem RAEC
foram expostas a PBS (A), LgRecl (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas apos quatro
horas de incubagdo. Nao é possivel verificar diferencas entre as células expostas as toxinas em
comparagdo com as células expostas a PBS. As barras representam 50um. Aumento de 520x.
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FIGURA 9. AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 e
LgRecl EM CELULAS RAEC APOS SEIS HORAS DE INCUBACAO. Células da linhagem RAEC
foram expostas a PBS (A), LgRecl (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas apds seis
horas de incubagdo. Ndo é possivel verificar diferengas significativas entre as células expostas as
toxinas em comparacao com as células expostas a PBS. As barras representam 50um. Aumento de
520x.

Apos 24 horas, ao comparar as ceélulas expostas a LiRecDT1 e LgRecl
(Figura 10B e 10C) com o controle negativo incubado com PBS (Figura 10A), foi
possivel observar a formacédo de vacuolos citoplasmaticos em algumas células dos
cultivos expostos a LiRecDT1 e LgRecl. Contrariamente, a vacuolizacdo néo foi
observada nas células expostas a LiRecDT1 H12A (Figura 10D).
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FIGURA 10. AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELA LiRecDT1 E
LgRecl EM CELULAS RAEC APOS UM DIA DE INCUBACAO. Células da linhagem RAEC foram
expostas a PBS (A), LgRecl (B), LiRecDT1 (C) e LiRecDT1 H12A (D), e observadas ap6s vinte e quatro
horas de incubacdo. As alteracdes morfologicas foram observadas por microscopia de luz em
microscopio invertido. Nao é possivel verificar diferengas entre as células expostas a LiRecDT1 H12A
em comparagdo com as células expostas a PBS. As células expostas as toxinas LgRecl e LiRecDT1
apresentaram vacuolizacdo (setas). As barras representam 50um. Aumento de 520x.

A formacdo de vacuolos citoplasmaticos ja foi descrita anteriormente em
células RAEC expostas a LiRecDT1 (CHAIM et al., 2011a). Chaim e colaboradores
(2011) demonstraram que a vacuolizacdo citoplasmatica de células RAEC é seguida
de lise celular e perda de adesédo a outras células ou a matriz extracelular, de forma

tempo-dependente apds a exposicao do cultivo a LiRecDTL1.

5.4 ISOLAMENTO DA FRACAO DE MICRODOMINIOS DE MEMBRANA BALSAS
LIPIDICAS DE CELULAS POR FRACIONAMENTO EM GRADIENTE DE NYCODENZ

Sabe-se que as fosfolipases-D de Loxosceles sdo capazes de induzir muitos

dos sinais e sintomas observados pela acdo do veneno total das aranhas. Porém,
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pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares de toxicidade destas toxinas
(CHAIM et al.,, 2011a; NOWATZKI et al.,, 2012). Em 2009, CHAVES-MOREIRA
demonstrou que a LiRecDT1 se liga a membrana plasmatica e promove a
reorganizacao balsas lipidicas de eritrécitos humanos. Outro estudo demonstrou que
toxinas do veneno de L. intermedia, interagem com a membrana plasmatica de células
endoteliais e s&o internalizadas por elas (NOWATZKI et al., 2010).

Nesse contexto, buscamos identificar uma possivel interacao das fosfolipases
recombinantes com microdominios de balsas lipidicas de células endoteliais. A partir
da padronizacdo do fracionamento de membrana plasmética de células RAEC,
procuramos identificar em quais fragdes se concentravam os microdominios de balsas
lipidicas. A purificacdo destes microdominios baseia-se em sua insolubilidade em
Triton X-100 1% a 4°C e em suas diferentes densidades (SOUZA, 2012). Segundo
Souza (2012), as fracOes de balsas lipidicas possuem baixa densidade e, por isso,
costumam se acumular no topo do gradiente de Nycodenz, quando purificadas desta
forma, em relac&o ao restante do conteudo citoplasmatico e as por¢cdes de membrana
soluveis em Triton X-100 1%.

Apos a lise e ultracentrifugacéo das células, foram coletadas 13 fracdes de
180 pL do topo ao fundo do tubo. Amostras de cada uma das frac6es foram analisadas
por Western blotting, utilizando-se o anticorpo anti-flotilina, o qual foi empregado como
marcador de balsas lipidicas.

Como resultado, pudemos observar que as fracdes 8 e 9 apresentaram maior
concentracdo de flotilina (FIGURA 11), sugerindo que as balsas lipidicas estao

purificadas e presentes nas mesmas, em especial na primeira.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
i - E &
45 kDa . [ S

FIGURA 11. ISOLAMENTO DE BALSAS LIPIDICAS. As balsas lipidicas foram purificadas a partir de
células RAEC. Treze fragBes de 180 pL foram coletadas da amostra submetida & ultracentrifugacgéo.
Ap6s a dosagem proteica dessas fragGes por micro BCA, 1ug de massa proteica de cada uma das
fracOes foi separada em SDS-PAGE 12,5% e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose.
Utilizando-se um anticorpo anti-flotilina-1, evidenciou-se a presenca de flotilina-1 (47 kDa), proteina
presente em balsas lipidicas, nas fragGes 8 e 9. Sugere-se a concentracao de balsas lipidicas nestas
duas fracdes, em especial na oitava.

Apébs padronizar o protocolo, o passo seguinte foi realizar o fracionamento de
células RAEC expostas as diferentes toxinas recombinantes: LgRecl, LiRecDT1 e

LiRecDT1 H12A. O objetivo deste ensaio foi identificar se as toxinas se concentrariam
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em alguma fracao especifica de membrana, em especial aguelas que contém balsas
lipidicas.

Primeiramente obtivemos como resultado a nao deteccdo das toxinas
recombinantes em nenhuma das fracdes. A hipétese levantada foi que, devido a
possiveis interacfes fracas com a superficie celular, as toxinas ndo se ligaram com
intensidade suficiente nestas regides para continuarem presentes nelas apos o
fracionamento. Como alternativa, optou-se pelo uso de formaldeido 2% para a fixacédo
do cultivo ap6s a adicdo das toxinas e antes do desprendimento pela a¢do da viocase.
Porém, com este protocolo, encontramos dificuldade no desprendimento das células,
provavelmente devido a fixacdo com formaldeido. Por fim, a auséncia de fracbes
contendo balsas lipidicas ou toxinas no resultado de Western blotting (figura 12)
demonstra necessidade de padronizacao e aperfeicoamento do método. Uma vez que
se modificou o protocolo original de fracionamento com a adi¢do da etapa de fixagéo,
€ interessante trabalhar em uma nova padronizacéo do ensaio original de purificacao
das balsas lipidicas. Outro ponto a se considerar para o aprimoramento do método é
0 aumento da massa de toxina a qual as células foram expostas: é possivel que com
uma quantidade inicial maior de toxinas, mesmo com a perda durante o

fracionamento, ainda seja possivel visualiza-las em algumas das fracoes.

A 45 kDa - ; i y ‘

iRecDT1
LiRecDT 35 kDa -

B 45 kDa -

LgRecl
g 35 kDa -

C 45 kDa -
LiRecDT1
H12A 35kDa-

FIGURA 12. ISOLAMENTO DE BALSAS LIPIDICAS E TOXINAS RECOMBINANTES. As balsas
lipidicas foram purificadas a partir de células RAEC tratadas com LiRecDT1 (A), LgRecl (B) ou
LiRecDT1 H12A (C) na concentracéo de 50 pg/ml. Treze fracdes de 180 pL foram coletadas da amostra
submetida & ultracentrifugacéo. Apds a dosagem proteica dessas fragdes por micro BCA, 1pug de massa
proteica de cada uma das fracdes foi separada em SDS-PAGE 12,5% e eletrotransferidas para
membrana de nitrocelulose. Utilizando-se um anticorpo anti-flotilina-1 se buscou a presenca de flotilina-
1 (47 kDa), enquanto a presenca de toxinas recombinantes (aproximadamente 35 kDa) foi avaliada
através do uso de um soro policlonal anti-fosfolipases-recombinantes. N&o foi identificada a presenca
de balsas lipidicas ou toxinas recombinantes em nenhum dos trés tratamentos.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel realizar a expressao de LiRecDT1, LgRecl e
LiRecDT1 H12A em cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. As toxinas recombinantes
foram obtidas em suas formas solUveis e com alto grau de pureza, o que possibilitou
a realizacdo de ensaios in vitro.

Na avaliacdo da atividade esfingomielinasica, LgRecl e LiRecDT1 mostraram
alta atividade enzimatica em comparacdo a LiRecDT1 H12A, que apresentou
atividade residual.

Tendo em vista avaliar os efeitos citotoxicos das toxinas recombinantes
LiRecDT1 e LgRecl em células endoteliais de aorta de coelho (RAEC), estas foram
expostas as toxinas durante diferentes intervalos de tempo. Analises morfologicas
obtidas por microscopia de luz em microscopio invertido revelaram que apés 24 horas
de exposicdo as toxinas recombinantes LiRecDT1 e LgRecl, algumas células
apresentaram vacuolizacdo citoplasmatica. Foi a primeira vez esse fenébmeno foi
observado associado a acao da LgRecl.

A purificacdo de balsas lipidicas de células RAEC através do fracionamento de
membrana se mostrou eficiente para a identificacdo e separacdo destes
microdominios. Porém, para que seja possivel a analise de presumiveis interacdes de
balsas lipidicas com as toxinas recombinantes, ainda é necessario a padronizacao da
exposicao do cultivo as toxinas e consequente fracionamento e purificacdo, uma vez
gue isso nao foi possivel neste trabalho. A obtencédo destes dados permitira uma
melhor compreensao de mecanismos moleculares que sustentam o papel citotoxico
das fosfolipases-D de aranhas do género Loxosceles no loxoscelismo. Além disso,
essas e outras informacfes derivadas podem contribuir para o tratamento do
envenenamento, desenvolvimento de novos farmacos e melhor compreensdo de

diferentes eventos biolégicos.
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