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RESUMO

No estado do Parand o loxoscelismo, acidente causado pela picada de
aranha do género Loxosceles (popularmente conhecidas como aranha-marrom), é a
principal ocorréncia envolvendo animais pegonhentos no estado. Existem duas
principais complicagdes envolvendo o loxoscelismo, a lesdo cutanea (dermonecrose)
e, em casos mais graves, uma acao sistémica, podendo levar a faléncia renal. Na
analise histologica da lesdo cutanea, pode-se observar modificacbes na estrutura
dos vasos sanguineos, como vasodilatacdo, degradacdo da parede dos vasos e
formacdo de trombos. No entanto, quando as células endoteliais “in vitro” s&o
expostas as toxinas presentes no veneno, elas ficam arredondadas e soltam da
placa de cultura, sem provocar efeito direto sobre as células, as quais acabam
morrendo por Anoikis (apoptose desencadeada por desalojamento). Resultados
preliminares sugerem que o proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) pode ser a
molécula que leva a protecdo das células endoteliais da acéo direta do veneno de
aranha-marrom. Para confirmar esse papel protetor foram realizados ensaios de
morte celular e avaliagdo da morfologia das células. Os resultados obtidos nesse
trabalho mostram claramente que, de fato, o PGHS protege as células endoteliais,
tendo em vista que a exposicdo ao veneno para a linhagem deficiente na producéo
do sindecam-4, um PGHS caracteristico da célula endotelial, leva a acdo direta

sobre a célula, desencadeando um processo de necrose.

Palavras-chave: Loxoscelismo, Glicosaminoglicanos, Proteoglicano de Heparam

Sulfato, Células Endoletiais.



ABSTRACT
Loxoscelism is the accident caused by brown spider’'s bite. It is the major event
involving venomous animals in the state of Paranid. There are two main
complications in loxoscelism: cutaneous wound (dermonecrosis), and in serious
cases systemic symptoms, leading to kidney failure. Analyzing the histopathological
lesion, some alterations in the structure of blood vessels are present, such as
vasodilation, degradation of endothelium and thrombosis. Those alterations may
occur due to the loss of cellular adhesion. Literature data, demonstrate that heparan
sulfate proteoglycan (HSPG), may have a protective effect in endothelial cells when
exposed to the brown spider's venom. The aim of this project is understand the
mechanism which heparan sulfate proteoglycan exert the protective effect in
endothelial cells exposed to the loxoscelic venom. Thus, for this purpose flow
cytometry was used to evaluate cell’'s death process and light microscopy to evaluate
morphological cellular alterations. The results showed that HSPG protect the
endothelial cells whereas analyzing a Syndecan-4 knockdown endotelial cell, the

brown spider venom have a direct action in the cell, leading to a death by necrosis.

Keywords: Loxoscelism. Glycosaminoglycans. Heparan Sulfate Proteoglycan.
Endothelial Cells.
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1. INTRODUC}AO E JUSTIFICATIVA

O loxoscelismo € o principal quadro clinico envolvendo aranhas peconhentas
no estado do Parana. De acordo com o Ministério da Saude/DATASUS, no ano de
2013 e 2014 foram relatados 4.168 e 4.354 ocorréncias envolvendo as aranhas-
marrom no estado, respectivamente(Ministério da Saude/SVS - Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo — Sinan Net).

As aranhas do género loxosceles sdo reclusas, e preferem o ambiente
noturno para a caga, e nessa busca podem acabar se escondendo nos calcados e
roupas dos seres humanos. Os acidentes ocorrem, por exemplo, quando ao calcar
ou vestir a aranha é comprida contra a pele (PACE; VETTER, 2009; VETTER, 1999).

Estudos do nosso grupo de pesquisa tém mostrado que células endoteliais de
aorta de coelho, quando expostas ao veneno loxoscélico, perdem adesédo celular,
com consequentemente desalojamento e morrem por anoikis (morte celular pela
perda do contato) (NOWATZKI et al., 2012). Além disso, polissacarideos sulfatados
(heparina e fucanas) tem se mostrado possiveis candidatos em exercer um efeito
protetor nas células endoteliais, frente ao veneno de aranha-marrom (SENE, 2009).
Esses dados, associados ao fato de que o Proteoglicano de Heparam Sulfato
(PGHS) presente nas células endoteliais possui na sua porcdo sacaridica,
sequéncias de dissacarideos caracteristicos da molécula de heparina (ricos em
acido idurénico, 2-O-sulfatado) intercalados entre dissacarideos caracteristicos da
molécula de heparam sulfato, faz com que seja conhecido como um copolimero de
heparam sulfato e heparina (Nader et al., 1987). Portanto, sugerem que seja esse
PGHS a molécula que protege as células endoteliais da a¢do do veneno.

Tendo como base esses estudos, o presente projeto visa avaliar o real
envolvimento de PGHS como possivel protetor do efeito da agdo do veneno

loxoscélico sobre as células endoteliais em cultura.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. LOXOSCELISMO

Loxoscelismo € o acidente causado pela picada das aranhas do género
Loxosceles (CHAVES-MOREIRA et al., 2017., BARBARO et al., 1992. Geralmente o
guadro clinico desse acidente € marcado por uma lesdo dermonecrética, porém em
alguns casos pode evoluir para uma lesdo sistémica (BARBARO et al.,, 1992).

Também pode ocorrer uma manifestacdo sistémica do loxoscelismo, sem ocorrer a



formacao de uma lesdo dermonecrética (DA SILVA et al., 2004). Esse quadro clinico
ja foi reportado em praticamente todos os continentes(BEDNASKI et al., 2015). A
observacdo histopatolégica da lesdo dermonecrética, apresenta varias alteracdes
em relacdo ao quadro normal, como por exemplo, mostrado pela formacdo de
trombos, hemorragia, com o extravasamento de hemacias, células inflamatorias e
necrose liquefativa (DA SILVA et al., 2004; SAMS et al., 2001). Menos comumente,
a lesdo dermonecrotica pode evoluir para efeitos sistémicos, causando vomitos,
faléncia renal podendo levar a morte (BARBARO et al., 1992; DE OLIVEIRA et al.,
2005; GREMSKI et al., 2014).

2.2 ARANAHAS DO GENERO Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles também sdo conhecidas como aranhas-
marrom, devido a sua coloracdo variando do marrom claro ao marrom escuro, ou
aranhas violino, por apresentar em seu cefalotorax uma forma semelhante ao violino
(DA SILVA et al., 2004). Essas aranhas possuem seis olhos distribuidos em pares,
em um arranjo formando a letra “U”, sendo essa distribuicdo importante para a
taxonomia (VETTER, 1999). Também possuem dimorfismo sexual, sendo o0s
machos com o abdémen menor e as patas mais alongadas e as fémeas com o
abdémen maior do que o dos machos e patas mais curtas (CHAVES-MOREIRA et
al.,, 2017; GREMSKI et al., 2014) (FIGURA 1). As aranhas-marrom ndo sao
agressivas e, na maior parte das vezes, s6 atacam quando se sentem ameacadas e

preferem ficar em locais escuros (FUTRELL, 1992).

FIGURA 1: ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES
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A - Dimorfismo Sexual presente na espécie Loxosceles intermedia. B — Arranjo dos 6 olhos presentes
na espécie em formato de U. FONTES: (A) APPEL et al., 2005; (B) SWANSON; VETTER, 2006)

Existem aproximadamente 100 espécies descritas do género Loxosceles e
encontram-se distribuidas principalmente nas Américas, nas indias Ocidentais e na
Africa (BINFORD et al., 2008), sendo 11 espécies encontradas no Brasil (SILVEIRA,
2015), e pelo menos 3 tem importancia médica, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta
(DE OLIVEIRA et al., 2005).

2.3.  VENENO DAS ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES
2.3.1. CARACTERISTICAS DO VENENO

O veneno das aranhas do género Loxosceles tém sido amplamente estudado
e varias toxinas vém sendo descritas (CHAIM et al., 2011). Acredita-se que 0 veneno
tenha a funcédo de paralisar e matar a presa, e a cada picada o volume de veneno
injetado é pequeno, aproximadamente 4 uL contendo entre 65 e 100 ug de proteina
(SAMS et al., 2001).

O veneno € uma mistura de compostos que variam de 1 a 40 kDa, sendo
incolor e cristalino, contendo principalmente, fosfolipases-D, metaloproteinases,
hialuronidases, serinoproteases e peptideos inseticidas (CHAIM et al.,, 2011). A
principal classe de toxina responsavel pela dermonecrose é a classe das
fosfolipases-D hidrolisando a esfingomielina em ceramida-1-fosfato (FUTRELL,
1992). Segundo Machado (2005 apud GREMSKI et al., 2014) 11 isoformas dessa

enzima sao encontradas no veneno das aranhas do género Loxosceles.

2.3.2. EFEITO DO VENENO NAS CELULAS ENDOTELIAIS

Veiga e colaboradores, em 2001, investigaram o efeito da exposi¢cdo das
células endoteliais da aorta de coelho ao veneno da aranha-marrom em cultura.
Apbés 18 horas de exposicdo observaram que 95% das células apresentam
morfologia arredondada e ficavam em suspensdo. Curiosamente, quando essas
células em suspenséo foram replaqueadas (em novo meio, na auséncia do veneno),
apresentavam caracteristicas iguais as células controle, com viabilidade igual ou
superior a 95% (avaliadas apds 72 horas de cultivo). Esses experimentos sugeriram

que nas ceélulas endoteliais 0 veneno da aranha-marrom ndo provoca morte celular
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direta, mas apenas rompe a adesdo celular (VEIGA et al. 2001a). Paludo e
colaboradores (2006) mostraram que essas células na presenca do veneno da
aranha-marrom, perdem a adesdo célula-célula e célula-matriz, principalmente a
fibronectina. Posteriormente, Nowatzki e colaboradores (2012), evidenciaram que
apos a desadeséo, as células endoteliais entram em processo de anoikis (apoptose
pela perda de contato), isto €, a morte celular ndo era causada pela agéo direta do
veneno, mas uma consequéncia do desalojamento causado pela clivagem de suas
proteinas da matriz extracelular. Consequentemente, também foram observadas
mudancas na morfologia das células, sendo que o aspecto celular deixou de ser um
arranjo espraiado e passou a ter um aspecto arredondado, evidenciando a perda do

contato célula-célula e célula-matriz (Figura 2).

FIGURA 2: EFEITO DO VENENO DA ARANHA-MARROM EM PROTEINAS DE
ADESAO CELULAR
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Controle Veneno

(A) Imunomarcacéo para deteccdo de Integrina a5B1 em vermelho, e ndcleo evidenciado em azul
pela coloragdo com DAPI. Pode-se observar uma diminuicdo do espraiamento dessa proteina. (B)
Imunomarcacdo de VE-Caderina em vermelho, e nicleo em azul (DAPI). Percebe-se que houve um
arredondamento celular e a diminuicdo da interagdo célula-célula. Fonte: NOWATZKI et al., 2012

2.3.3. EFEITO DO VENENO NA MATRIZ EXTRACELULAR

Algumas enzimas presentes no veneno da aranha-marrom sao capazes de
degradar a matriz extracelular, atuando principalmente sobre a fibronectina e sobre o
fibrinogénio encontrado no plasma (VEIGA et al., 2001b). Varios artigos na literatura,
mostram que uma das complicacdes do loxoscelismo € a hemorragia (DIAS-LOPES
et al., 2010; PACE; VETTER, 2009), e como a fibronectina e o fibrinogénio estao
envolvidos no processo de recuperacao tecidual (LENSELINK, 2015) e agregacéo
plaquetéria, respectivamente, a degradacdo dessas proteinas pode contribuir para
estabelecer esse quadro hemorragico (VEIGA et al., 2001b).
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O veneno também possui efeito na membrana basal (um tipo de matriz
extracelular especializada), que é constituida por varias classes de macromoléculas,
como colageno do tipo IV, perlecam (um tipo de proteoglicano de heparam sulfato),
laminina, entre outros (PALUSSON, 1992). A degradacdo desses componentes da
matriz extracelular pode contribuir para a acdo dermonecrética do veneno das
aranhas do género Loxosceles (BARAMOVA et al., 1989; VEIGA et al., 2001b).

2.4. POLISSACARIDEOS SULFATADOS

2.4.1. GLICOSAMINOGLICANOS E PROTEOGLICANOS

Glicosaminoglicanos (GAGs) sdo polissacarideos lineares carregados
negativamente compostos por uma repeticdo dissacaridica, contendo um acucar
aminado, sendo N-acetilglucosamina ou N-acetilgalactosamina, e um acido urénico
(D-glucurénico ou L-idurbnico), ou um acgucar neutro (D-galactose) (ESKO; KIMATA,
LINDAHL, 2009; JACKSON; BUSCH; CARDIN, 1991). Os GAGs séo, geralmente,
encontrados covalentemente ligados a proteinas, formando os Proteoglicanos.

Os GAGs séao classificados em: Condroitim Sulfato (CS), composto por D-
glucurénico e N-acetil-D-galactosamina, pode ser sulfatado no carbono 4 ou 6 da
galactosamina; Dermatam Sulfato (DS), composto por acido L-idurdnico e N-acetil-D-
galactosamina, contendo grupamento sulfato no carbono 4; Queratam Sulfato (QS),
composto de D-Galactose e N-acetil-D-glucosamina, pode ser sulfatada no carbono
6; Heparam Sulfato (HS) e Heparina, compostos por acido D-glucurdnico ou L-
idurénico e N-acetil D-glucosamina; e Acido Hialurénico (AH) composto por &cido D-
glucurdnico e N-acetil-D-glucosamina. O AH é o Unico GAG que ndo forma um
proteoglicano e ndo é sulfatado (KUBASKI et al., 2017; LEE; OH; CHUNG, 2016;
LIMA; RUDD; YATES, 2017).

Esses compostos estdo presentes em praticamente todos o0s animais e
possuem diferentes fungbes, tais como: ligacdo a fatores de crescimento
(ESWARAKUMAR; LAX; SCHLESSINGER, 2005); angiogénese (I0ZZO; SAN
ANTONIO, 2001); sinalizacdo celular (POMIN, 2015; SCHAEFER; SCHAEFER,
2010), entre outras.

Recentemente os GAGs tem sido estudados como possiveis tratamentos
alternativos em algumas patologias. Por exemplo, estudos com condroitim sulfato

tem mostrado propriedades farmacoldgicas interessantes, tais como: antiviral (KATO
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et al., 2010), inducdo da regeneragcdo de dendritos (PAVELIEV et al., 2016). A
Heparina, além do uso como anticoagulante desde a década de 50 do século
passado, tem mostrado muitas outras propriedades, como tratamento de asma
(SHASTRI et al., 2014), e doencas neurodegenerativas (MALAQUE et al., 2015),
entre outras.

Proteoglicanos sé&o formados por um esqueleto proteico que possuem GAGsS
ligados covalentemente em sua estrutura (COUCHMAN; PATAKI, 2012;
SCHAEFER; SCHAEFER, 2010) (Figura 3). Praticamente todas as células animais
produzem proteoglicanos, e esses compostos estdo localizados na matriz
extracelular, na membrana das células ou armazenados em vesiculas (CHAVANTE
et al.,, 2000; ESKO; KIMATA; LINDAHL, 2009; 10zZzZO; SCHAEFER, 2015;
SCHAEFER; SCHAEFER, 2010).

FIGURA 3: ESTRUTURA GERAL DE UM PROTEOGLICANO
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Pode se observar a estrutura bésica de um proteoglicano com o seu “core” proteico, e 0s
glicosaminoglicanos, ligados em sua estrutura (adaptado de GANDHI; MANCERA, 2008)

2.4.2. HEPARAM SULFATO

O heparam sulfato (HS) é um glicosaminoglicano constituido pela repeticdo
de unidades dissacaridicas composta pela N-acetilglucosamina e um acido urénico,
podendo ser o acido D-glucurénico ou o &cido L-idurénico. O HS possui variabilidade
no grau de sulfatacdo, sendo que a N-acetilglucosamina pode ser N-sulfatada e/ou
O-sulfatada, e o &cido L-idurbnico pode apresentar um grupo 2-O-sulfato. Essas
variacbes atribuem uma grande heterogeneidade na estrutura do HS (ESKO;
SELLECK, 2002; JACKSON; BUSCH; CARDIN, 1991).

Por ter a sua estrutura variavel, existe uma infinidade de moléculas que
interagem com o HS, como proteinas, fatores de crescimento, citocinas, e enzimas
(SARRAZIN; LAMANNA; ESKO, 2011). Dessa forma, o HS influencia diversas
funcbes no organismo, como reconhecimento de moléculas, crescimento celular e

angiogénese (10ZZ0O; SAN ANTONIO, 2001; LOPES; DIETRICH; NADER, 2006).

Raramente a estrutura do HS é encontrada solta nos organismos, mas
encontra-se ligada a um “core” proteico, formando um proteoglicano (ESKO;
LINDAHL, 2001). Porém, existem enzimas, como as “sheddases”, que podem liberar
o ectodominio do PGHS tornando-os solaveis (BERNFIELD et al., 1999). Quando

esse processo ocorre, o0s ligantes de HS séo liberados e podem causar aumento ou
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diminuicdo do efeito desses compostos, promovendo uma alteracdo da resposta
célula (BERNFIELD et al., 1999). Outra classe de enzimas que degradam o HS sao
as heparanases (ILAN; ELKIN; VLODAVSKY, 2006), as quais degradam
parcialmente as cadeias sacaridicas, liberando fragmentos de HS. A degradacao
das cadeias de HS presente na matriz extracelular promove o aumento de
metéstase em células cancerigenas, facilitando a passagem das células para outros
tecidos (ILAN; ELKIN; VLODAVSKY, 2006).

2.4.3. PROTEOGLICANO DE HEPARAM SULFATO

O proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) est4 presente praticamente em
todos os organismos multicelulares que possuem estruturacéo tecidual (SOARES et
al., 2015). Existem basicamente duas classes de PGHS:

e Ligadas a membrana celular, como os glipicans e os sindecam:
e Presentes na matriz extracelular, como o perlecam, agrim e colageno XVIII
(SOARES et al., 2015).

Os PGHS de superficie celular podem estar ligados a membrana celular de
duas maneiras: associado ao Glicosil-fosfatidilinositol (ancora de GPI), da familia do
glipicam, ou tendo o0 seu esqueleto proteico formado por uma proteina
transmembranar, da familia do sindecam (I0Z2zZ0O; SCHAEFER, 2015).

Os PGHS interagem com uma grande gama de proteinas da matriz
extracelular, tendo assim um papel importante na estruturacdo dos tecidos
(NIKITOVIC et al., 2014). Essa interacdo ocorre principalmente pela relacao entre as
cargas negativas do PGHS e as cargas positivas dos residuos de aminoacidos das
proteinas, ou pela afinidade entre essas moléculas (PGHS-proteinas) (SARRAZIN;
LAMANNA; ESKO, 2011). O PGHS pode também se ligar a moléculas sinalizadoras,
como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, e dessa maneira regular a sua
atividade e modulando o encontro entre ligantes e receptores (BERNFIELD et al.,
1999).

As células endoteliais possuem principalmente um PGHS tipico de membrana
plasmatica, o sindecam-4, e sua estrutura sacaridica foi investigada por Nader e
colaboradores em 1987, sendo que 0s autores constataram que esse heparam
sulfato € peculiar, porque exibe caracteristicas marcantes de heparina, intercaladas
entre sequéncias sacaridicas de heparam sulfato, sendo conhecido como um
copolimero de heparam sulfato e heparina. Os autores acreditam que essa
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sequéncia de heparina seja uma forma de permitir a compatibilidade das células
endoteliais com o sangue, impedindo que ocorra coagulacdo sanguinea na parede

luminal do vaso.

2.4.4. PAPEL PROTETOR DOS GLICOSAMINOGLICANOS EM RELAQAO AO
VENENO DA ARANHA-MARROM

Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa (SENE, 2009; NOWATZKI,
2009) investigando o papel protetor que a heparina e de fucanas (polissacarideos
sulfatados, obtidos de algas ou animais marinhos), sobre acdo do veneno
loxoscélico em células endoteliais de aorta de coelho em cultura, mostraram que,
guando essas células foram tratadas com veneno, seguidas pelo tratamento com os
polissacarideos sulfatados, apresentaram menor desadesdo celular, bem como
menos altera¢cdes morfologicas, quando comparadas o grupo controle, previamente
expostas ao veneno da aranha-marrom, sem adicdo de polissacarideos (SENE,
2009).

Por outro lado, células de ovario de hamster chinés deficientes da biossintese
de glicosaminoglicanos (linhagem CHO-745, que sintetiza apenas 5%, quando
comparada com as células selvagens - CHO-K1) quando expostas ao veneno da
aranha-marrom foram mais susceptivel a acdo do veneno, tanto na alteracdo da
morfologia, quanto na perda de adesdo (NOWATZKI, 2009), o que sugere que
glicosaminoglicanos pode ser protetor da acdo do veneno.

Estes dados em conjunto, apontam que tratamentos com polissacarideos
sulfatados protegem as células acdo do veneno e, os polissacarideos sulfatados das
células tem influéncia para reducdo o descolamento das células, causados pela
acado do veneno, sugerindo que as células endoteliais podem possuir um protetor
endogeno. Neste sentido destaca-se o PGHS, cuja estrutura sacaridea contém
sequéncias da molécula de heparina.

Face ao exposto, este trabalho busca entender se 0 PGHS é a molécula que

protege as células endoteliais da acao do veneno loxoscelico.

3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o papel do proteoglicano de heparam sulfato como possivel protetor
da acdo do veneno da aranha-marrom sobre as células endoteliais da aorta de

coelho.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se 0 PGHS é capaz de minimizar as alteracées morfolégicas das células,
guando expostas ao veneno de aranha-marrom.

e Verificar se 0 PGHS é capaz de diminuir a morte celular causada pelo efeito do

veneno.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO DO VENENO LOXOSCELICO

O veneno da aranha Loxosceles intermedia foi cedido pelo Centro de
Producdo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) ao Laboratério de Matriz
Extracelular coordenado pelo Professor Dr. Silvio Sanches Veiga do Departamento
de Biologia Celular da Universidade Federal do Parana, e gentilmente

disponibilizado para 0 nosso uso.

4.2. CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas as células endoteliais de aorta de coelho (RAEC)
(BUONASSISI, 1973), e uma linhagem de RAEC que possui deficiéncia de
sindecam-4, um PGHS de superficie celular. Essa linhagem foi denominada de 10+
e foi obtida utilizando shRNA, pelo grupo de pesquisa da UNIFESP, coordenado
pela Profa. Helena Nader (CAVALHEIRO et al., 2017).

As células foram cultivadas em meio F-12 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA. EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fischer) e
bicarbonato de sédio (1,18 g/L) (Thermo Fisher Scientific), contendo antibiotico,
penicilina (10.000 U/ml), e estreptomicina (10.000 pug/mL) (Thermo Fisher Scientific).
Para as células 10+, além dos reagentes descritos acima, foi adicionado no meio de
cultura higromicina (Roche Dlagnostics GmbH, Mannheim Germany), antibi6tico
para selecdo das células, na concentracéao final de 100 ug/ml.
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As células foram mantidas em incubadora de CO:2 (Series 8000 WJ CO2
incubator Thermo Fisher Scientific, modelo 3429) com temperatura constante de
37°C, com atmosfera umida e 5% de COo..

Os subcultivos foram realizados quando as células atingiram a confluéncia.
Para esse procedimento, as células primeiramente foram lavadas 3 vezes com
EBSS (solucdo salina balanceada de Earl). Para soltar as células foi utilizada
pancreatina diluida em EBSS (0,25% w/v), também conhecida como viocase (Sigma-
Aldrich). As células endoteliais permaneceram sob a acdo enzimatica por 30
minutos. Apos as células estarem soltas, foram transferidas para um tubo contendo
F-12 e 10% de SFB e centrifugadas por 3 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante foi
retirado e as células ressuspensas em meio F-12 com 10% de SFB. As células
foram contadas na camara de Neubauer, e transferidas para garrafas (manutencao)

ou placas (destinadas a experimentos).

4.3. AUMENTO DA EXPRESSAO DO PGHS

Para obter células endoteliais que superexpressam PGHS, essas foram
processadas como descrito em Porcionatto et al., (1998). Brevemente, as células
foram plaqueadas (150.000 células por poco) em placas de 6 pocos e cultivadas por
3 dias. 3 horas antes a exposicdo ao veneno, o meio de cultura foi substituido por
F12 sem SFB contendo 100 ng/ml de PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)
(Sigma-Aldrich).

4.4. ANALISE DE MORTE CELULAR

Para detectar a morte celular por apoptose, necrose ou apoptose tardia, foi
utilizado o kit “FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II” (BD, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA), que contém anexina V conjugada com FITC e 7-AAD (7-
Aminoactinomycin D). A anexina V liga-se especificamente a fosfatidilserina
(fosfolipideo presente na face interna da membrana plasmatica que € externalizado
ja na fase inicial da apoptose) e o 7-AAD, um intercalante de DNA que s6 consegue
fazer a marcacdo se houver permeabilidade da membrana plasmatica (isto €, em
fase final da apoptose ou em necrose). A interpretacdo dos resultados se baseia na
distincdo de células em: a) condicdo normal (auséncia de marcacao); b) apoptose

inicial (marcacao positiva apenas para anexina V); c) apoptose tardia (marcagao
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positiva para anexina V e 7-AAD e d) necrose (marcagdo positiva apenas para 7-
AAD).

Para tanto, RAEC (normal ou expostas ao PMA) e a 10+ foram cultivadas em
placas de 6 pocos e posteriormente foram expostas, ou ndo (controle), ao veneno de
L. intermedia (40 pg/ml) por 24 horas. Apos esse periodo, as células soltas foram
coletadas e as aderidas foram removidas com a viocase (Sigma-Aldrich) diluida em
EBSS e coletadas.

Em seguida, as células foram centrifugadas e ressuspensas em PBS para
lavagem, centrifugadas novamente, e incubadas com Anexina V e 7-AAD durante 15
minutos a 4° C. As amostras foram analisadas no equipamento FACSCalibur
(Becton Dickison, Mountain View, CA, EUA), e os dados foram analisados no

software Flowing.

4.5. AVALIAQAO DA AC}AO DO VENENO SOBRE A MORFOLOGIA DAS
CELULAS ENDOTELIAIS DE AORTA DE COELHO

Para analisar as células ao longo do tempo de exposicdo ao veneno, essas
foram plagueadas (150.000 células por po¢co) em uma placa de 6 pocos (Sarstedt).

Apés 3 dias em cultura, as células foram expostas, ou ndo (controle), ao
veneno da L. intermedia (40 pg/ml) como descrito em (NOWATZKI, 2009; SENE,
2009). Apds a exposicdo ao veneno, foi capturada a imagem de um campo de cada
poco da placa nos tempos de 0, 6 e 24 horas no microscépio Leica DM IL LED, com

a camera Leica EC3, utilizando software LAS EZ (Leica).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados anteriores sugerem que o PGHS endotelial pode ser a molécula que
protege essas células da acéo direta do veneno loxoscélico. Para confirmar essa
hipétese foram realizados um conjunto de experimentos com as células endoteliais
em trés condicbes diferentes, a saber: a) células normais; b) células que

superexpressam PGHS e c) células com expresséao reduzida de PGHS.

5.1. EFEITO DO VENENO DA ARANHA NA MORFOLOGIA DAS CELULAS
ENDOTELIAIS
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Para confirmar se PGHS pode proteger as células endoteliais, o primeiro
passo foi avaliar se a superexpressdo deste proteoglicano pode melhorar o efeito
protetor. Para tanto, a sintese de PGHS foi estimulada como descrito por Porcionatto
et al., (1998), e era esperado que essas celulas fossem menos suscetiveis a acéo
do veneno.

Ao analisar as células que superexpressam o PGHS apdés 6 horas de
exposicao ao veneno, quase ndo ha alteracdo da morfologia celular, enquanto que
nas células normais ja € possivel observar uma diminuicdo do contato célula-célula
(FIGURA 4). No entanto, ap0s 24 horas de exposi¢cdo ao veneno loxoscélico, as
células normais possuem uma alteracdo drastica na morfologia celular, onde é
visivel que praticamente todas as células ja estdo apresentando um formato
arredondado. Por outro lado, as células que foram estimuladas para produzir mais
PGHS apresentam uma alteracdo bem menor. Note que essa alteracdo, vista apos
24 horas de exposi¢do ao veneno, € comparavel com as células normais que foram
expostas por 6 horas, o que reforca a ideia de que o PGHS protege as células
endoteliais. Vale salientar que nao foi observada diferenca na morfologia das células
controle, e das células expostas somente ao PMA (ambas na auséncia de veneno).

Ja foi descrito na literatura que polissacarideos sulfatados, como a heparina e
fucanas diminuem a degradacao da fibronectina pela acdo do veneno (SENE, 2009),
também sabe-se que o PGHS da célula endotelial possui sequéncias caracteristicas
de heparina em sua cadeia, sendo conhecido como um copolimero de heparam
sulfato e heparina (Nader et al., 1987). Portanto, esses dados reforcam que o efeito
protetor do PGHS da célula endotelial frente ao veneno da aranha-marrom, pode
ocorrer devido a essa peculiaridade em sua estrutura sacaridica, para comprovar foi

avaliada se as células estdo viaveis.
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FIGURA 4 - AUMENTO DA EXPRESSAO DE PGHS REDUZ A ACAO DO VENENO
SOBRE AS CELULAS ENDOTELIAIS

0 horas 6 horas 24 horas

Células endoteliais foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 24 horas diferentes tempos (0, 6 e 24
horas). A-Células controle B- Células expostas ao veneno C- Células expostas somente ao PMA D-
Células expostas ao PMA e ao veneno. As células foram cultivadas até atingirem a confluéncia, foram
lavadas com EBSS e expostas ao veneno, ou ndo (controles), durante 24h. As imagens foram obtidas
por microscopia de luz na objetiva de 20x.

5.2. ANALISE DE MORTE CELULAR APOS A EXPOSICAO DE CELULAS
ENDOTELIAIS AO VENENO DA ARANHA-MARROM
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Uma vez que as analises morfolégicas sugerem um possivel mecanismo
protetor do PGHS contra a acdo do veneno, o proximo passo foi avaliar a viabilidade
das células. Como a grande maioria das células estavam ainda aderidas a placa,
apos 24h de tratamento com 0 veneno, esperava-se que a maioria das células
estariam viaveis.

Como ja foi descrito, o veneno da aranha-marrom, nas células endoteliais,
age principalmente degradando a matriz extracelular (VEIGA et al.,, 2001b). Essa
degradacédo causa a perda da adesdo das células endoteliais, 0 que culmina em
uma morte celular por anoikis (NOWATZKI et al., 2012).

Os resultados obtidos para avaliar a viabilidade celular estdo descritos na
Figura 5, que confirmaram o que era esperado, isto €, que ndo houve diferenca da
morte entre os diferentes tratamentos, uma vez que o PGHS produzido pelas células
ja protege-as. Com esses resultados também é possivel verificar que o PMA por si

s6 ndo causa uma toxicidade para as células.

FIGURA 5: AVALIACAO DA MORTE CELULAR APOS A EXPOSICAO DE CELULAS
ENDOTELIAIS AO VENENO DA L. Intermedia POR 24H
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Células endoteliais foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 24 horas, apds esse periodo as células
foram preparadas para o ensaio de Anexina V/7-AAD, e os resultados foram obtidos por Citometria de
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fluxo. Cada ponto representa um experimento independente. Analise estatistica foi realizada por
Mann-Whitney e na foi observado diferenga estatisticamente significativa.

53. ALTERACAO MORFOLOGICA PROVOCADA PELO VENENO EM
CELULAS ENDOTELIAIS DEFICIENTES DA EXPRESSAO DE PGHS

Com o objetivo de comprovar se PGHS tem, realmente, papel protetor sobre
a acdo do veneno loxoscélico, o proximo passo foi avaliar a sua acao frente a
células endoteliais com deficiéncia na biossintese deste proteoglicano. Para tanto,
foram utilizadas células deficientes de Sindecam-4, o PGHS caracteristico das
células endotelias, obtido por Cavalheiro et al., 2017, onde os autores realizaram
nas células RAEC um knockdown para este proteoglicano, por meio da técnica de
shRNA, essa linhagem celular foi denominada 10+.

Assim, essas células foram expostas a 40 pg/ml de veneno e apés 6h ja &
possivel observar que as células ja se encontravam arredondadas e com algumas
células desaderidas (Figura 6). E em 24h as células expostas ao veneno estavam
todas soltas.

Esse dado sugere que o PGHS, tem um papel essencial na adesao células-
matriz extracelular, e pode reduzir a perda dessa adesdo causada pela acéo do
veneno da L. intermedia. No entanto, o papel protetor sobre a acéo direta do veneno
loxoscélico foi avaliado sobre a capacidade das toxinas reduziram a viabilidade das

células endoteliais.

FIGURA 6: QIMINUIQAO DA EXPRESSAO DO SINDECAM-4 AUMENTA AS
ALTERACOES MORFOLOGICAS PROVOCADAS PELO VENENO
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Células endoteliais deficientes da expressdo de sindecam-4 (10+) foram expostas ao veneno
(40pg/ml) por 24 horas diferentes tempos (0, 6 e 24 horas). A-Células controle B- Células expostas
ao veneno. As células foram cultivadas até atingirem a confluéncia, foram lavadas com EBSS e
expostas ao veneno, ou ndo (controles), durante 24h. As imagens foram obtidas por microscopia de
luz na objetiva de 20x.

5.4. ANALISE DE MORTE CELULAR APOS A EXPOSIQAO AO VENENO DE
CELULAS ENDOTELIAIS COM DEFICIENCIA NA EXPRESSAO DE SINDECAM-4

Como descrito em Nowatzki et al., 2012, as células endoteliais expostas ao
veneno, ndo sofrem acgéo direta, mas acabam morrendo por anoikis. Para confirmar
gque o Sindecam-4 tem um papel protetor que impede a acgéo direta do veneno nas
células endoteliais, foi realizado o ensaio de Anexina V/7-AAD nas células 10+,
tendo em vista que a Anexina V marca fosfatidilserina, um fosfolipideo caracteristico
da face interna das membrana plasmatica e é externalizado em apoptose inicial. Ja
0 7-AAD, como intercalante de DNA (a exemplo de outro, como o lodeto de
Propideo) s6 consegue marcar o acido nucléico se transpor a barreira da membrana
plasmatica, o que é alcancado em estagios de apoptose tardia ou necrose, uma vez
gue nestes casos a membrana plasmatica apresenta poros (DONG, H. P. et al.,
2009).

Na figura 7 pode se observar um grande aumento no namero de células em
necrose apoés 24h de exposicdo ao veneno. Apesar de ter sido realizado apenas

uma vez esse ensaio, esse dado preliminar € extremamente promissor e
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interessante, pois ha auséncia do Sindecam-4, as células endoteliais ndo s6 tém a
sua morfologia alterada mais facilmente, como o0 veneno parece atuar diretamente
nas células, e elas entram em um processo de morte por necrose, diferentemente do
gue ocorre com a linhagem selvagem de RAEC, que morre por anoikis, muito tempo

depois da exposicdo ao veneno.

~ FIGURAT: AVALIACAO DA MORTE CELULAR APC’)~S A EXPOSICAO DE
CELULAS ENDOTELIAIS COM DEFIENCIA NA EXPRESSAO DE SINDECAM-4
AO VENENO DA L. intermedia POR 24H
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Células 10+ foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 24 horas, apés esse periodo as células foram
preparadas para o ensaio de Anexina V/7-AAD, e os resultados foram obtidos por Citometria de fluxo.
Analise estatistica foi realizada por Mann-Whitney e na foi observado diferenga estatisticamente
significativa.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
Durante a realizacdo desse trabalho, surgiram varios problemas técnicos

que acabaram atrasando a obtencdo dos resultados, e ndo foi possivel obter
diferencas estatisticamente significativas. Apesar desse contraponto, os dados sao
promissores, e ha uma tendéncia grande para que com trabalhos futuros seja
possivel confirmar que o PGHS realmente protege as células da acdo do veneno
loxosceélico.

Vale destacar que nosso obijetivo inicial era seguir as células vivas e analisar
em “time lapse”. No entanto, a auséncia de CO2 especifico para este ensaio no
microscoépio confocal impediu a realizagdo adequada deste ensaio, uma vez que sua
auséncia ja levou as células a morte, mesmo na auséncia do veneno. Este ensaio

sera realizado no préximo semestre, assim que chegar a mistura gasosa necessaria.
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Outro ponto interessante que poderd comprovar, definitivamente, se 0 PGHS
é realmente fundamental como protetor nas células endoteliais, serd a construcao de
células RAEC que produzam proteoglicano sem a porcdo sacaridica, 0 que sera
conseguido pelo uso de precursores sintéticos (xilosideos), o que levara a célula
produzir um proteoglicano somente com o esqueleto proteico. Este ensaio nao foi
possivel ser realizado, tendo em vista que tivemos problemas de contaminag¢do com
as células endoteliais e esperamos muito tempo para reposicéo vinda da UNIFESP.
Este ensaio esta planejado para também para o inicio do préximo semestre e, com

isto, fecharmos o manuscrito.

7. CONCLUSAO

o Tendo como base os resultados obtidos, € capaz de observar que o aumento
da expressao do PGHS, as células ndo sofreram alteracdes drasticas na morfologia
e diminui a perda de adeséo célula-célula, quando as células sdo expostas a acao
do veneno.

o A diminuicdo da expressdao do PGHS da célula endotelial, o sindecam-4,
aumenta os efeitos do veneno, que pode agir diretamente nas células,
desencadeando um processo de necrose o que confirma a importancia do PGHS

para a protecao das células endoteliais
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