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RESUMO

O araneismo (envenenamento causado por aranhas) é um problema de
saude publica no Brasil. Na regido sul e sudeste as principias notificagdes do
loxocelismo sdo ocasionadas pelas espécies predominantes L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta, e, de acordo com os dados da Secretaria de Saude de Paranag,
em 2017 faram notificados mias de 4000 casos de loxocelismo. O envenenamento
em humanos pode ser caracterizado por duas variantes clinicas: o loxoscelismo
cutaneo e o loxoscelismo sistémico. Iniumeros protocolos para o tratamento do
envenenamento loxoscélico ja foram propostos e testados, sendo a soroterapia o
unico tratamento especifico apontado com maior potencial de neutralizacdo na agao
do veneno. Dentro do contexto do envenenamento nao tem se descrito o papel de
vesiculas extracelulares como produto ou indutor de efeitos citotoxicos. Neste
trabalho avaliamos a liberagcdo de vesiculas extracelulares (Exosomas ou
Microvesiculas) decorrentes do contato entre veneno\toxinas com as células. Nas
trés diferentes linhagens celulares testadas foi possivel detectar a producao de
vesiculas extracelulares, e as mesmas foram induzidas de maneira dose
dependentes em relagdo as concentragdes de veneno empregadas. Foram
demonstrados ainda efeitos biolégicos dessas vesiculas e a inibicado da produgao
das mesmas pela adicado de anticorpos monoclonais especificos para toxinas
loxoscelicas. Os achados aqui abrem uma nova perspectiva para o entendimento
dos possiveis mecanismos de interagdes celulares, propagadores dos efeitos
citotéxicos dos venenos Loxoscelicos.

Palavras-chave: Loxosceles, loxoscelismo cutaneo, imunogenicidade



ABSTRACT

The spider bites (Envenomation) is a problem in public health in Brazil, in
the south and southeast region has a main notification of the loxoscelism caused by
the predominant species L. intermedia, L. gaucho and L. laeta, according to figures
from the secretary of health of Parana were notified in 2017 approximately 4000
cases by loxoscelism. Envenomation in humans can be characterized by two clinical
variants: cutaneous loxoscelism and systemic loxoscelism. Numerous protocols for
the treatment of loxoscelism have been proposed and tested. Serotherapy being the
only specific treatment indicated with greater potential for neutralization in the action
of venom. Within the context of poisoning the role of extracellular vesicles as a
product or as an inducer has not been described. In this work, we evaluated the
release of extracellular vesicles (Exosomes or Microvesicles) arising from the
contact between poison and toxins with the cells. In the three different cell lines
tested it was possible to detect the production of extracellular vesicles, and they
were induced in a dose-dependent manner in relation to the concentrations of venom
employed. Biological effects of these vesicles and the inhibition of their products
have also been demonstrated by the addition of monoclonal antibodies specific for
Loxoscelicas toxins. The findings here open up a new perspective for the
understanding of the possible mechanisms of cellular interactions, which propagate
the cytotoxic effects of Loxoscelism venoms.

Keywords: Loxosceles, skinloxoscelism,extracellular vesicles
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1. INTRODUGAO

No Brasil, as aranhas do género Loxosceles, denominadas popularmente por
aranhas marrons, foram sinalizadas como agentes causadores de acidentes, em
especial nas regides Sul e Sudeste, onde predominam as espécies L. intermedia,
L. gaucho e L. laeta (PAULI et al., 2009). Na ultima década, estudos realizados
motivados pela elevada infestagao e pelo crescente numero de casos, sugerem que
a distribuicao se tornou heterogénea e disseminada nas areas urbanas (DA SILVA
et al., 2004; HOGAN et al., 2004; TAMBOURGI et al., 2010).

O envenenamento em humanos pode ser caracterizado por duas variantes
clinicas: o loxoscelismo cutédneo e o loxoscelismo sistémico. Os sintomas locais
comuns sao a dor, edema e uma necrose na area da inoculagdo do veneno
(CHAVES et al., 2009; DIAS LOPES et al., 2014). Por outro lado, pode apresentar
sintomas sistémicos como: hemodlise intravascular, insuficiéncia renal e uma
coagulacao intravascular disseminada (TAMBORGUI et al.,2010; BARRETO et al.,
1985). Neste sentido, é importante conhecer os diferentes componentes do veneno
que podem estar envolvidos com esses sintomas. Ja tem sido descrito que o
veneno possui diferentes proteinas: hialuronidase, serino proteases,
Esfingomielinase D, e astacinas (FUTRELL et al., 1992; TAMBOURGI et al., 1998;
VEIGA et al., 2000; BARBARO et al., 2005; FEITOSA 1998; SWANSON e VETTER
2006; GRESMKI et al., 2014).

Recentemente estudos in vitro com utilizagdo de diferentes linhagens
celulares tem permitido um melhor entendimento do mecanismo de acéo
relacionado aos componentes do veneno (PATEL et al., 1994; PALUDO et al., 2006;
DRAGULEV et al., 2007; TAMBOURGI et al., 2000, 2007; CHAVES-MOREIRA et
al., 2009; DIAS-LOPES et al., 2010; WILLE et al., 2013; HORTA et al., 2013). Apesar
dos avangos nos referidos artigos, alguns efeitos nédo estdo completamente
esclarecidos. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de
liberagdo de vesiculas extracelulares resultantes da interagao celular com o veneno
da aranha L. intermedia e a inibicdo desses efeitos utilizando anticorpos anti- toxinas

em modelos in vitro.
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2. REVISAO LITERARIA

2.1 Epidemiologia e o Loxoscelismo.

Estima-se que, no mundo, ao menos 2,5 milhdes de pessoas sejam
envenenadas por serpentes todos os anos; 1,2 milhdes por escorpides; e sé no
Brasil, aproximadamente 20.000 por aranhas (LOVRECEK e TOMIC, 2011;
WARREL, 2012). Loxoscelismo, aracnidismo necroético ou gangrenoso séo alguns
dos termos utilizados para descrever lesbes cutaneas necréticas degenerativas e
manifestagdes clinicas caracterizadas por falha renal e disturbios hematologicos
provocados por acidentes com aranhas do género Loxosceles, que atualmente € a
espécie mais notificada no araneismo mais importante em alguns paises, e a
terceira causa de envenenamento por animais pegonhentos no Brasil (PAULI et al.,
2009).

Embora esses aracnideos apresentem ampla distribuicdo mundial, na ultima
década, muitos estudos vém sendo realizados com o veneno dessas aranhas
motivados pela elevada infestagao intradomiciliar e pelo crescente numero de casos
ocorridos na regiao sul e sudeste do Brasil, e em especial no estado do Parana de
acordo com o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdes (SINAN 2016).

Dentre as espécies de Loxosceles comumente citadas pela capacidade de
gerar o efeito dermonecrético ou por sua grande distribuicdo e contato com
ambientes humanos, sdo bem conhecidas: L. laeta, L. gaucho, L. reclusa, L.
deserta, L. rufescens e L. intermedia. Cada espécie tem caracteristicas e
distribuicdes proprias, no entanto, € importante ressaltar que dentre as espécies
prevalecentes no Brasil e no estado do Parana, L. intermedia (MELLO-
LEITAO.,1934) é a mais abundante (MARQUES e FISHER, 2000; MALAQUE et al.,
2002).

As manifestacbes do envenenamento por aranhas marrom sao classificadas
em loxoscelismo cutédneo ou loxoscelismo visceral, este ultimo também chamado
sistémico ou hemolitico. As manifestagdes cutaneas, segundo (PAULI et al., 2006),
representam 67% a 100% dos casos, e resultam em dor moderada e eritema,

podendo evoluir a lesdes necroticas de crescimento lento e gradual no local da
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picada. Devido a efeitos deletérios ao endotélio vascular, o veneno pode
indiretamente  provocar agregacdo plaquetaria, coagulagdo sanguinea
intravascular, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade sanguinea,
enfraquecimento dos vasos e até hemorragia (VETTER e SWANSON, 2006).

Nos dias que sucedem a picada pode ocorrer uma grande infiltracédo de
neutrofilos na derme e lesbes dermonecréticas que sao evidenciadas em até 72h.
As lesbes sao caracterizadas pela formagao de bolhas e pustulas, ou evoluem para
uma escara de lenta cicatrizagdo. No local da picada também se evidencia uma
regido de coloragdo vermelho-arroxeada, onde o paciente costuma sentir dor e
sensibilidade (ISBISTER e FAN, 2011; CATALAN et al., 2010). No loxoscelismo
cutaneo também se observa inflamacgao, isquemia e espalhamento gravitacional da
lesdo na pele, sendo mais grave em pessoas obesas, uma vez que enzimas do
veneno destroem com maior rapidez tecidos adiposos pouco vascularizados
(VETTER, 2008).

Manifestacdes sistémicas sao raras, representam risco de vida
especialmente tratando-se de criangas, e correspondem de 0 a 30% dos casos
(PAULI et al, 2006). Tém como principal caracteristica a anemia hemolitica
intravascular aguda e a partir de sete dias apd6s o envenenamento ja € possivel
observar a diminuigdo da concentragdo de hemoglobina do paciente (ISBISTER e
FAN, 2011).

2.2 Veneno e efeitos dos componentes biologicamente ativos

A composi¢cdo do veneno de Loxosceles € uma complexa mistura de
substancias biologicamente ativas, podendo conter: sais inorganicos, pequenos
peptideos, neurotoxinas e proteinas de alta ou baixa massa molecular. Dentre as
proteinas envolvidas com a toxicidade do veneno, as proteinas da familia Loxtox,
em especial a enzima esfingomielinase D (SMD), de aproximadamente 32 kDa, sé&o
consideradas componentes chave para o desencadeamento da dermonecrose
(FELICORI et al., 2009; APPEL et al., 2008).
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Experimentos com HUVEC (células endoteliais de veia umbilical),
identificadas como agonistas do veneno, apontam que o veneno estimula expressao
de E-selectina de células endoteliais e secrecdao de IL-8 por macrofagos
favorecendo um perfil proinflamatorio, além de gerar uma comunicagao com
neutréfilos para uma propagagao do efeito do veneno (PATEL et al., 1994.
GREMSKI et al., 2014). A partir de culturas de fibroblastos expostos a
Sphingomyelinase D (SMD) recombinante observou-se desregulagédo de citocinas
que s&o importantes ativadores inflamatdrios. Os autores postulam que junto com o
endotélio, os fibroblastos na derme também medeiam a desregulagao e ativagéo
dos leucdcitos envolvidos na dermonecrose (DRAGULEYV et al., 2007, GREMSKI et
al., 2014). A ligagao direta do veneno na superficie de células endoteliais também
foi reportada. Assim como, a internalizacdo das toxinas envolvendo vesiculas
endociticas que levam ao lisossomo e culmina em morte por apoptose (PALUDO et
al., 2006, NOWATZKI et al., 2010, GREMSKI et al., 2014).

Referente a acdo do veneno sobre os eritrocitos, acredita-se que a hemolise
esta associada com um mecanismo distinto, seja por efeito direto (CHAVES-
MOREIRA et al., 2009) ou dependente de complemento (TAMBOURGI et al., 1998),
no entanto demostrou que a atividade hemolitica pode ser transferida para uma
populagdo de células nado expostas ao veneno (TAMBOURGI et al., 2000).

Explicando dessa forma, a hemolise sistémica observada apds o envenenamento.

2.3 Tratamento

Até hoje, o tratamento mais eficaz para o loxoscelismo ainda € discutivel,
principalmente quando € levada em consideracao a dificuldade de identificagdo da

espécie responsavel pelo acidente. Dentre os tratamentos ja recomendados estéo:
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uso de compressas, vasodilatadores, anti-histaminicos, realizacdo de excisao
cirurgica, transfusdes sanguineas, dialises, assim como uso de antivenenos. O uso
de antivenenos é o tratamento mais usado no Brasil e considerado o de melhor
resultado desde que administrado poucas horas apds a picada (PAULI et al., 2006).
Atualmente, no estado do Parana, o Centro de Produgdo e Pesquisa de
Imunobiolégicos (CPPI) é o responsavel pela fabricagdo do soro anti-loxoscélico
(SALox), que contém anticorpos obtidos pela imunizagdo de equinos com
quantidades equivalentes dos venenos de L. intermedia, L. gaucho L. laeta (Braz et
al, 1999). Os antivenenos sédo utilizados em tratamento de lesdes moderadas a
graves. Uma desvantagem na produgcdo dos antivenenos refere-se a pouca
especificidade dos anticorpos do soro em relagdo as regides mais antigénicas do
veneno. Autores como (CHOW e CASADEVALL. 2012, LOVRECEK e TOMIC.
2011) ressaltam que o uso de anticorpos monoclonais também pode ser uma
ferramenta na producdo de neutralizadores de venenos, e que talvez no futuro,
possam substituir a produ¢ao de soros heterélogos.

Como uma maneira de evitar as reagdes adversas dos soros heterologos:
rubor cutaneo, urticaria, nauseas, vomito e crise asmatiforme, assim como reacoes
mais graves (arritmias cardiacas, hipotensao arterial, choque anafilatico e quadro
obstrutivo das vias respiratérias) acredita-se que a utilizagdo de anticorpos
recombinantes seja uma solugao viavel para esses problemas.

Diversos anticorpos recombinantes humanos, murinos ou quiméricos ja
foram aprovados como ferramentas terapéuticas para humanos pelo 6érgéo
Foodand Drug Administration nos Estados Unidos. Podem ser usados como
marcadores moleculares ou no tratamento de doencas crénicas e canceres
(ESPINO-SOLIS et al., 2009). Atualmente, estudos como o de OLIVEIRA et al.,
2009, com a neutralizagdo de enzimas fosfolipases AMARO et al., 2011, com a
neutralizagdo da enzima Ts1 de Tityus serrulatus, mostram que anticorpos
recombinantes também séo capazes de neutralizar efeitos téxicos tanto de venenos

ofidicos como aracnideos.
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3. JUSTIFICATIVA

Até agora nenhum estudo foi publicado no qual fosse avaliada a produgéao de

vesiculas extracelulares em células tratadas com os venenos loxoscelicos. Efeito,
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composicdo, dinamica de producao de tais vesiculas poderiam abrir novas
possibilidades de interpretacido sobre a acdo do veneno localmente, sistemicamente
e especialmente ao longo do tempo. O estudo envolvendo vesiculas extracelulares
tem ganhado atencao de parasitologistas, cancerologistas e infectologistas, tendo
em vista o potencial de acdo das mesmas nos diferentes mecanismos celulares e
consequente envolvimento destas nas diferentes patologias (Cocucci et al..2009,
Evans-Osses et al.2015). Pretendemos entender melhor o mecanismo toxico do
veneno, estudando novos formatos interagdo celulares ainda ndo explorados no
contexto do loxoscelismo, e usar anticorpos especificos para componentes do
veneno para neutralizar tais manifestacoes.

Nos ultimos anos tem sido mostrado que em diferentes modelos bioldgicos e
doencas existe uma liberagdo de vesiculas extracelulares (exosomos e
microvesiculas) que carregam biomoléculas (proteinas, lipideos, acidos nucleicos,
hormdnios, citocinas, etc) e podem estabelecer uma comunicagao celular entre

diferentes células e alterar o efeito fenotipico delas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacédo da capacidade do veneno de Loxosceles intermedia induzir a
producdo de vesiculas extracelulares, assim como validar capacidade neutralizante

de anticorpos especificos para componentes do veneno, inibirem tais efeitos.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

v' Avaliar diferentes linhagens celulares quanto a capacidade de produzir
Vesiculas extracelulares na presenga do veneno de L. intermedia,;

v Avaliar a produgao, composicao e efeito fenotipico de vesiculas extracelulares
de células tratadas com veneno. >

v' Verificar e comparar potencial protetor/neutralizante de anticorpos

monoclonais murinos, especificos para toxinas Loxocelicas.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 SOLUGCOES

TABELA 1 - SOLUCOES E COMPOSICAO

Solucao
(Tampao Fosfato) PBS 1 X

Solugao para coloragao de géis de
proteinas SDS-PAGE

Solugao de descoloragao

Tampao de amostra para proteina 1X

Tampao de eletroforese para SDS
PAGE

Tampao HEPES

Ponceau S

Solugao de bloqueio para Western
blot.

FONTE: O autor (2018)
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Composicao

NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NazHPO4 10,0
mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4

(0,1 % azul de Comassie, 10 % 4&acido
acético, 40% etanol)

(40 % Etanol, 10 % acido acético, 50 %
agua destilada)

Tris-HCI 50mM pH 6,8; glicerol 10% (v/v);
SDS 2%; DTT5 mM; azul de bromofenol
0,01%; 5% B-mercaptoetanol

Tris-HCI 25 mM; glicina 192 mM; SDS
0,1%, pH 8,3

Hepes 10 mM; pH 7,4

Ponceau S 0,1% (p/v) e acido acético 5%
Tampao PBS 1X; Tween-20 0,05% (v/v);
leite em pd

desnatado 5% (p/v)



24

5.2 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Para a realizagao dos experimentos foram utilizadas diferentes linhagens
celulares THP1 (linhagem celular monocitica de humano) HEK 293 (linhagem
celular epitelial rim humano) Huvec (Linhagem celular endotelial humano) e VERO
(Linhagem celular epitelial rim de macaco) as quais foram obtidas do banco de
células do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. As linhagens foram mantidas em
meio RPMI 1640 e DMEM com 2mM de L-glutamina (Sigma) suplementado com
bicarbonato de sédio (14mM), 10 % de soro fetal bovino (GIBCO) inativado (30 min.
a 56°C), acrescido 1 % de estreptomicina e penicilina (GIBCO). As células foram
mantidas em incubadora CO2 a 37°C, numa atmosfera umida, sob 5% CO2. As
linhagens celulares THP1 e VERO foram mantidas com meio RMPI, HEK 293 e
Huvec foram mantidas como DMEM. As trocas de meios foram realizadas cada
dois dias até células, atingir em confluéncia. Para realizar as passagens celulares,
as ceélulas foram inicialmente lavadas com meio sem soro, sendo posteriormente,
dissociadas pela adicdo de 500 ul tripsina (enzima proteolitica) 0,02% (Sigma-
Aldrich) por 5 minutos permitindo o desprendimento das células, posteriormente
eram ressuspendidas adicionado meio suplementado com 10% SFB, para inibir a
acao da tripsina. Dependendo do objetivo do ensaio, as células foram distribuidas
garrafas de cultivo, ou placas de 24 pogos para ensaios. O estoque das células foi
mantido pelo congelamento em meio de cultura com SFB, adicionado DMSO 10 %

e armazenado em freezer -80 °C

5.3 VENENOS E SORO ANTILOXOSCELICO

Soro antiloxoscélico, assim como os venenos de L. laeta, L. gaucho, e L.
Intermedia foram cedidos pelo Centro de Produgao e Pesquisa de Imunobioldgicos

Gentileza do Dr Joao Minozo.(CPPI — Piraquara, PR, Brasil).
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5.4 ANTICORPOS POLICLONAIS E MONOCLONAL LIMAB7

Anticorpos policlonais de cavalo, especificos para o veneno de Loxosceles
intermedia, foram obtidos do soro antiloxoscélico cedido pelo CPPI, a partir de
cromatografia de afinidade usando veneno de L. intermedia imobilizado na coluna
em Sepharose CNBr- e eluido com glicina 0,1M pH 2,8. A partir das imunoglobulinas
purificadas foi preparado um conjugado, IgG- HRP, no qual os anticorpos
especificos permaneciam covalentemente ligados a enzima peroxidase (anti Li-
HRP), esses anticorpos foram preparados empregando-se o0 mesmo protocolo
descrito em CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998.

Os anticorpos monoclonais murinos foram purificados a partir do
sobrenadante de hibridoma secretor de LimAb7 (ALVARENGA et al., 2003) por
cromatografia de afinidade usando proteina A-imobilizada em SepharoseCNBr-

(Sigma®) nas mesmas condigbes descritas pela autora.

5.5 ELISA SANDUICHE

Placas de 96 pocos foram revestidas com uma solugdo contendo anticorpo
murinho LiMab7 10ug/ml de tampao de bicarbonato de sodio (pH 9,6) durante 16
horas a 4 °C e depois saturou-se com caseina 2% durante 1 hora a 37 °C. As placas
foram entao incubadas durante 1 hora com veneno de L. intermedia em uma diluicdo
seriada de 1ug/ml até 0,001 ug/ml, ou com amostras de vesiculas extracelulares
eritrocitos (10, 15 ou 20 pg/pogo) por 1h/37 °C, posteriormente por mais 1h/37 °C
foram incubadas com anti Li-HRP. A solugao substrato orto — fenilenodiamina (OPD)
(100 pL/pocgo) foi adicionada e a reagao foi interrompida com H2SO4 (1:20). A
absorbancia avaliada a 490 nm (Microplate Reader 550, BIORAD). Entre cada
incubacgao, as placas foram lavadas quatro vezes com solu¢ao de lavagem. Todos

0s ensaios foram realizados em duplicata.
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5.6 ELETROFORESE DAS PROTEINAS -SDS-PAGE E COLORACAO
NITRATO DE PRATA

Proteinas do veneno de L. Intermedia, de células lisadas foram separadas
por SDS-PAGE (12,5%) usando tampao de amostra com agente redutor (B-
mercaptanol), e resolvidas a 100-110 mA. Os géis foram fixados em solucao
fixadora (etanol 40%; acido acético 12% e formaldeido 0,02%) p6r no minimo 1 h.
Em seguida foram lavados duas vezes com etanol 30% por 10 min e uma vez com
agua por 20 min sob agitagao. A sensibilizagao foi feita com glutaraldeido por 30
minutos foi lavado 3 vezes com agua destilada por 20 min sob agitacao.
Subsequentemente, a coloracgao foi realizada com uma solugéo de nitrato de prata
0,1% em banho de gelo por 20 min. Apds este tempo, os géis foram lavados cinco
vezes com agua e revelado em solugao de revelagcédo (carbonato de sodio 3% e
formaldeido 0,05%) até o aparecimento das bandas. Apds, foram lavados trés vezes
com agua e a revelagao foi interrompida com a adi¢cao de acido acético 5% por 1
mim. No final, o gel foi lavado trés vezes com agua por 10 min e armazenado com
agua a 4 °C por no maximo 3 dias. Durante as etapas de lavagem foi usada agua

destilada e todas as incubacbes foram feitas sob agitacéo.

5.7 WESTERN BLOTTING

Proteinas do veneno de L. Intermedia, de células lisadas foram separadas
por SDS-PAGE (12,5%) usando tamp&o de amostra sem agente redutor, e
resolvidas a 100 - 110 mA. O gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose
ou PVDF 0,45 um. A transferéncia se faz inicialmente usando tampao de
transferéncia pH 8,3 (0,192 M glicina, 0,025 M Tris, 20% de metanol absoluto (v/v)
PM 32,04), que permanece no gelo por 2 horas sob corrente elétrica de 100 V. Apds
a transferéncia, a membrana foi corada por Ponceau (1 g de ponceau, 50 ml de
acido aceético, g.s.p. 1000ml de agua destilada). Os locais de ligagdo nao especificos
foram bloqueados durante 1 hora em PBS contendo 5% (w/v) de leite seco sem
gordura e 0,3% (v/v) de Tween 20 (LAEMMLI, 1970; ALVARENGA et al., 2003).
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Para deteccdo de proteinas de Veneno, as membranas de nitrocelulose foram
incubadas com anticorpos purificados Limab7) e/ou anticorpo policlonal em
diferentes concentracbes. A reatividade foi detectada por incubagdo com anti
mouse-HRP (1:2000) (Sigma-Aldrich), ou antihorse-HRP (1:30.000) (Sigma-
Aldrich).Os imunocomplexos foram corados com o substrato apropriado
(diaminobenzidina (DAB) ou quimioluminescéncia (ECL)) (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, EUA). As incubagbes foram realizadas durante 1 hora a 37 °C sob
agitacdo e a membrana foi lavada cinco vezes com PBS, pH 7,4, contendo 0,05%

de Tween 20, entre as etapas descritas.

5.8 OBTENCAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

As células HEK, VERO e Huvec cultivadas até atingir semiconfluéncia e foi
realizada manutecao das celulas descrito item 4.2. Posteriormente Foram
semeadas em placas de 24 pocos numa confluéncia de 1x10° células:/ pogo por 24
horas até as células se aderirem ao fundo dos pogos. No dia seguinte foi retirado o
meio com soro e acrescentado meio sem soro e veneno de Loxosceles intermedia
nas concentragdes de 20,10, 5 e 2,5 ug/ml ou de 2mM de CaCl2 (Sigma-Aldrich)
como controle de vesiculacao. A incubacao procedeu durante 1, 3 ou 24 horas a 37
°C. Foram recoletados os sobrenadantes celulares e as Vesiculas Extracelulares
foram separadas por meio de centrifugacgao diferencial. Apds centrifugacao a 600xg
durante 5 min, o sobrenadante foi novamente centrifugado a 4000xg durante 30 min
em temperatura 4°C (este procedimento foi repetido por mais duas vezes). O pellet
contendo restos celulares foi descartado e o sobrenadante contendo as VEs foi
ultracentrifugado a 100.000xg durante 90 min em temperatura de 4°C (ultra
centrifuga BeckmanCoulter, Inc.). Apds o descarte do sobrenadante, as VEs foram
ressuspensas em HEPES previamente filtrado com membrana de 0,22um
(Millipore) guardadas a 4°C no periodo maximo de 7 dias.

No caso das células THP1, células ndo aderentes, foram centrifugadas uma
vez e posteriormente suspendidas com RPMI sem soro a 37 °C. Nos experimentos

foram utilizados inicialmente concentragdes de 1x10% o 1x10° células, as quais
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foram incubadas em tubos tipo eppendorfs de 1,5 ml contendo meio RPMI, veneno
loxosceles intermedia (20,10, 5 e 2,5 yg/ml) ou agente indutor CaClz 2mM, a
incubagcdo com o veneno foi por 1, 3 e 24 horas a 37°C. Foram feitas as
centrifugagdes diferencias anteriormente descritas, e as VEs foram suspendidas em
HEPES e guardadas a 4°C no maximo por 7 dias.

Para os eritrocitos, os mesmos foram coletados a partir de sangue e
previamente lavados como foi descrito no método de hemdlise (ainda nao foi
descrito hemolise), apds da recolecgao foram incubados com lactato de ringer a 37
°C ou com concentragdes de veneno 2.5, 5, 10 e 20 5 pg/ml por 3, 12 e 24 horas.
No controle de vesiculagéo utilizamos sé lactato de ringer posto que os eritrocitos
tém que estar sob agitacdo. Foram feitas as centrifugagdes diferenciais como
anteriormente descritas. As VEs foram suspendidas em HEPES e armazenadas a

4°C no maximo de 7 dias

5.9 DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

A concentracdo de proteinas presentes nas vesiculas extracelulares foi
determinada utilizando-se o método de Bradford, (Bradford, 1976). A absorbancia

foi obtida em 570 nm em leitor de microplacas (microplatereader 550, BIORAD).

5.10 ANALISE DE VES POR NANOSIGTH

O tamanho das VEs foi determinado por analise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA). A técnica NTA combina microscopia de espalhamento de luz
com uma camera de carga acoplada (CCD), que permite a visualizagcdo e a
gravacgao de um filme das nanoparticulas (neste caso, as MVs) em suspenséao. As
particulas sdo visualizadas pelo espalhamento da luz refletida por elas quando
iluminadas por um laser e videos da luz espalhada pelas particulas sao captados
com a camera CCD. O software NTA é capaz de identificar e rastrear cada

nanoparticula que se desloca sob o0 movimento browniano e relacionar o movimento
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ao tamanho da particula, através da equacao de Stokes-Einstein. Neste trabalho,
as amostras de VEs foram diluidas com tampao PBS em fragcdes de 1000 ul. Cada
fraccdo de vesiculas diluida foi analisada em triplicata a temperatura ambiente
(25°C), por 60s a 10 quadros por segundo, utilizando o equipamento Nanosight
NS300 (NanoSight, Reino Unido). O programa utilizado para a captura e analise dos
dados foi NTA, versao 2.3 build 0017.

5.11 ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA

A capacidade de indugédo da atividade esfingomielinasica foi observada
usando o kit de ensaio de esfingomielinase Amplex® Red(segundo protocolo
descrito por Lopes et al, 2013) Veneno de Loxosceles intermedia (2,5 ug/ml) e
vesiculas extracelulares induzidas pelo contato de eritrécitos com veneno
Loxosceles intermedia (166, 33 e 17 ug/ml), e Vesiculas Extracelulares induzidas
com lactato do ringer na mesma concentragdo das VEs EL/ foram adicionados a
mistura de reagentes Amplex (100 ul), essas ultimas como controle negativo. Apds
a adi¢éo do reagente, a mistura permaneceu por mais 30 minutos a 37 ‘C ao abrigo
da luz antes de ser medida a fluorescéncia de excitagao/emissao a 550/590 nm em
um fluorimetro (TECAN-RCHISTO INFINITE M200). A solugdo tampéao do kit foi
utilizada como controle negativo. O teste foi realizado nas mesmas condi¢des

sugeridas pelo fabricante.

5.12 ESTUDOS IN VITRO

5.12 HEMOLISE

Para determinar atividade hemolitica, foi coletado sangue humano em tubos
contendo tampao citrato de sédio (BD Plastipak, Franklin Lakes). Apos
centrifugagao a 166 x g por 15 minutos (para retirada do soro) os eritrécitoss foram

lavadas 3 vezes com adi¢gado do tampao ringer lactato (cloreto de s6dio 6 mg/ml +
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cloreto de potassio 0,3 mg/ml + cloreto de calcio 0,2 mg/ml + lactato de sodio 3
mg/ml). 108 eritrocitos humanos foram incubados com veneno (2,5, 5, 10 e 20ug/ml)
incubados previamente por 1h/37°C sob agitagdo. Apds 24 horas a 37 ‘C sob
agitacao suave e constante “em roda mecanica”, as amostras foram centrifugadas
a 166 x g por 5 minutos e, o sobrenadante lido a 570 nm no espectrofotdmetro
(microplatereader 550, BIORAD), as mesmas condi¢cbes foram utilizadas por
Chaves-Moreira et al. (2009).

Foram feitos dois experimentos individuais, em triplicata com controle
negativo (solugdo tampéo) e positivo (eritrocitos em agua destilada ou 0,1% (v/v) de
Triton X-100). Os valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem de

hemolise usando o valor do controle positivo como 100% de hemdlise.

5.13 REMOGAO DE COLESTEROL DE MEMBRANAS PLASMATICAS

Com o objetivo de analisar o papel dos lipid rafts na liberagdao de VEs,
induzidas pelo veneno de Li, os eritrécitos foram pré-tratados com 2.5 e 10 mM de
metil-B-ciclo dextrina (MBCD; Sigma), aliquotas preparadas de 100 mM (diluido em
H20), adicional foram tratados com 10 pg/ml de Li durante 24 horas a 37°C, sob
agitacao delicada e constante. Apos lavagem com lactato ringer, foram recoletados

os sobrenadantes para avaliacido de hemoalise e quantificacdo de producao de VEs.

5.14 DETERMINACAO DE CITOCINAS: IMUNOABSORGAO ENZIMATICA

Para a detecgdo de citocinas, o sobrenadante de 2x10° células THP-1
diferenciadas em macréfagos foi colhido, 2 e 24 h apds tratamento com: 2, 10 e 40
Mg/ml de Vesiculas extracelulares derivadas da interagcao veneno loxosceles 10
pg/ml e Eritrécitos 40 pg / ml de Vesiculas Extracelulares derivadas da interagao
de Lactato Ringer e eritrocitos 40 pg/ml de Veneno de Loxosceles intermedia 40
pg/ml de vesiculas extracelulares derivadas da interacdao de PBS 1X com células
THP1 Células incubadas com o meio de cultivo (controle negativo 100 ng/ml de

lipopolissacarideo de Escherichia coli. A liberagao de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-6
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e MCP-1/CCL2) foi avaliada usando o kit de TMB ELISA Development (PeproTech,

EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante

5.15 DIFERENCIACAO DAS CELULAS THP-1 EM MACROFAGOS

Mondcitos THP-1 em fase exponencial de crescimento (5-8x105 células/ml)
foram utilizados para o Ensaio de diferenciagdo para macrofagos. O protocolo de
diferenciagao foi adaptado de Lund et al. (2016). Células THP-1 foram tratadas com
15 ng/ml do agente indutor PMA diluido no meio RPMI. As células foram plaqueadas
na densidade celular de 2x10° células/pogo em placas de 24 pogos e foram
incubadas a 37°C, 5% CO2, durante 48 h para promover a diferenciagao. Apos dois
dias de exposicdo ao indutor, o meio com PMA foi removido e as células
(diferenciadas) aderentes foram lavadas duas vezes com PBS estéril e uma vez
com RPMI sem soro. Logo apds, foi adicionado meio RPMI fresco e as células
ficaram em repouso por 24 h, a 37 °C, 5% CO2. Em seguida, as células THP-1
diferenciadas foram expostas aos tratamentos ou ao controle por 24 h. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C.

5.16 ENSAIO DE UPTAKE.

Células epiteliais e endoteliais foram plagueadas em laminulas circulares de
13 mm de didmetro (1,5 x 10° células por laminulas) e mantidas em cultura (37°C a
5% de CO2) por 72 horas. As células foram expostas ou ndo (controle) as toxinas
do veneno de Loxosceles intermedia (2,10 e 20 yg/ml), e tratamento com VESE-Li
e VES E-Lr. No caso as VES foram tratadas e marcadas previamente com CFSE
durante 45 minutos, apés da marcacgéao as VEs foram ultra centrifugadas 100.000 g
durante 90 min eliminando o sobrenadante e posteriormente o pellet suspendido em
HEPES. Os tratamentos para as células estiveram mantidos por 1, 3, ou 24 horas,
a 37°C, dependendo do ensaio. Apds o periodo de tratamento, as células foram
lavadas com PBS 1X e fixadas em solugdo de para formaldeido 2% em PBS

(Sigma,USA) por 10min. Em seguida, foram lavadas com PBS1X trés vezes, e



32

permeabilizadas como PBS 1X + TRITON X100 (0,5%), com incubacédo de 10
minutos. Apds a incubacgéo, foram realizados 3 procedimentos de lavagem com PBS
1X e na sequéncia, as laminas foram coradas com solug¢ao de DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole, dihydrochloride) e faloidina alexa 594 (Thermofisher, EUA) 1:500
em PBS por 20 minutos. Depois as células foram lavadas com PBS por uma vez e
montadas em laminas histologicas com Fluoromont G (2:1 em PBS). O material foi
analisado em microscopia de fluorescéncia convencional ou confocal. Para a
fluorescéncia convencional foi utilizado o microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) e para a fluorescéncia confocal foi utilizado o modelo (Nikon-Eclipse
E800).

5.17 ENSAIOS DE FLUORESCENCIA E IMUNOFLUORESCENCIA

Células HEK 293 foram semeadas (1,5x10%por pogo) em laminulas de vidro
de 13 mm de didmetro em placas de 24 pocgos (TPP, Trasadingen, Suica) por 24
horas. No dia seguinte, as células foram lavadas e incubadas com meio RPMI sem
soro. As células estiveram expostas 20 pg/ml e 2 ug/ml de veneno de L. intermedia,
além disso microvesiculas produzidas por L. intermedia em 20ug/ml e 2 pg/ml,
microvesiculas de lactato de ringer 20ug/ml e 2pug/ml por 1 h a 37 ° C. As células
foram entéo lavadas rapidamente com PBS 1 X por trés vezes apds foram fixadas
com para formaldeido a 4% em PBS durante 10 min, apds da fixagao lavamos com
PBS 1X trés vezes, durante 10 minutos a temperatura ambiente e incubamos o
iodeto de propidio 1ug/ml. Para demostrar a Interagéo do anticorpo com as células
foram incubadas durante 1 h com veneno de L. intermedia 20 ug/ml, microvesiculas
com conteudo de veneno de L. intermedia 20 pg/ml e EGTA (2mM/ml) e / ou
anticorpo Limab7 criado contra toxinas de veneno (10ug/ml) durante 1 h (37 ° C, 5%
de CO2), adicionado a cultura médio. Depois de Incubagdo, as células foram
lavadas, bloqueadas de novo, como descrito acima, e tratadas com iodeto de
propidio (1ug/ml) durante 10min.Para analise de controle positivo foi colocado triton
x100 al 0,5% por 15 minutos e retirado, apés foi lavado com PBS 1X colocado as
mesmas condigdes com o marcador de iodeto de propidio Veneno durante 10 min

a temperatura ambiente e preparado as laminulas como descrito acima. Para



33

finalizar as células foram incubadas com DAPI (0,5 pg/ml) durante 5 min. Apés a
incubacgao, as amostras foram montadas com Fluoromount-G e observadas usando

o microscopio de fluorescéncia confocal (Nikon-Eclipse E800).

5.18 ESTUDO IN VIVO

5.18.1 Avaliacédo da produgdo de vesiculas extracelulares em camundongos
desafiados com veneno de Li

Os camundongos utilizados nos experimentos foram fémeas Swiss de 8
semanas de idade, provenientes do Biotério central do sector de Ciéncias Bioldgicas
(BIO) da UFPR. Os animais foram mantidos no biotério e receberam agua e ragao
sob condigdes ambientais controladas. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com o guia para utilizacdo de animais de laboratério e

aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da UFPR, nimero 4009.

Quatro camundongos receberam inje¢des subcutaneas de 100 yL de PBS
(tampao fosfato 0,05 M e 0,015 M de NaCl, pH 7,4), contendo 1 pg/g peso de veneno
de Loxosceles intermedia. Os camundongos foram divididos em dois grupos, onde
0 primeiro grupo (dois animais) os camundongos receberam o tratamento por 1
hora, e no segundo, (dois animais) os camundongos receberam tratamento por 4
horas. Apos tratamentos foi extraido o sangue e em seguida os animais foram
eutanasiados. Dois camundongos foram usados como controle e receberam s6 100
uL PBS.

O soro foi separado do sangue depois da coleta por centrifugagédo a 400g por
5 minutos, depois o soro fico a -20°C, as amostras de sangue foram centrifugadas
por 5 minutos a 160 g, apos esta centrifugacdo efetuadas as etapas de
ultracentrifugacdo de acordo ao protocolo de centrifugagdo diferencial para
obtencgéo de vesiculas extracelulares

Depois da obtencao das VE, as amostras foi adicionado tampao Hepes e as
mesmas foram quantificadas para conhecer a concentracdo de proteina total. As
amostras contendo as vesiculas extracelulares foram congeladas por 1 dia até a

realizacdo do ELISA.



34

O procedimento de ELISA foi realizado no formato sanduiche, o qual sao
realizadas duas etapas contendo anticorpos, intercaladas com uma etapa de

incubacao da amostra que se deseja determinar a concentragdo do antigeno.
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6. RESULTADOS

6.1. EFEITO DO VENENO DE LOXOSCELES INTERMEDIA SOBRE
DIFERENTES LINHAGENS CELULARES.

O trabalho foi iniciado pelo contato do veneno de Loxosceles intermedia com
diferentes linhagens celulares eucariéticos e na sequéncia, foi avaliado a
capacidade de se liberar vesiculas extracelulares. Na figura 1 podemos observar
que todas as linhagens tiveram uma liberagao de vesiculas onde no periodo de trés
horas as células THP1, HEK e as células eritrécitos mostraram um rendimento
similar. No periodo de 12 horas as células que tiveram uma maior concentragao de
proteinas foram os eritrocitos, seguido das células THP1 e HEK 293 com

rendimento similar.

Com base nos resultados anteriores decidiu-se analisar o efeito toxico do
veneno através de avaliacdo da viabilidade celular (figura 1B). Como podemos
observar as linhagens no periodo de 3 horas mostrardo uma resisténcia aos efeitos
do veneno, por isso a liberacdo de microvesiculas se manteve continua neste
periodo. Passado as 12 horas observamos que as células THP1 e HEK 293
apresentaram uma viabilidade de 95 e 92 % enquanto os eritrocitos diminuiram até
um 50 % a viabilidade. no entanto tiveram uma maior liberagdo de vesiculas
extracelulares (figura 1A). Além disso, foi observado que as células THP1 e as
células HEK 293 tiveram uma viabilidade de 80 %, o que permitiu uma liberagao

constante de vesiculas extracelulares



36

FIGURA 1: VESICULAS EXTRACELULARES DERIVADAS DA INTERACAO DE DIFERENTES
LINHAGENS DE CELULAS COM VENENO DE Loxocesles intermedia.
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FONTE: O autor (2017)

NOTA: 1A) A interacao de diferentes células (HEK 293, ERITROCITOS, THP1) tem diferentes niveis
de liberagdo de VEs. Todas as células (1x105/ml) foram incubadas durante 3h e 12 h com veneno
de Li (10 upg/ml). Foi determinada a concentragdo de proteina detectada no pellet (VEs) apods
ultracentrifugagao mediante o ensaio de Bradford. Os valores apresentados correspondem as
médias + o desvio padrdo de dois experimentos independentes 1B) apresentagcdo grafica da
Viabilidade celular dos diferentes tipos celulares na interagdo com veneno. As células Hek 293 e
Thp1 foi utilizado método de azul de tripano, eritrécitos foram avaliados mediante contagem de
células.

Como foi demostrado nos experimentos anteriores, os eritrocitos foram mais
responsivos na liberacdo de vesiculas extracelulares quando estava exposto ao
veneno. Entdo decidiu-se escolher um tipo de linhagem celular para continuar com
os experimentos e optou-se pelos eritrocitos, ja que representam um modelo
interessante que simula o contato do veneno como o organismo. Por estas razoes
foi necessario estabelecer as condi¢cdes otimas para obtencdo de uma maior
liberacdo de VEs aumentando a concentragao de células, para serem usados em
experimentos posteriores. Na figura 2 podemos observar uma liberagdo dose
dependente desde 2,5 até 10 ug/ml, onde a concentragao de 20 pg/ml de veneno
observamos uma diminuicédo na liberacdo de VEs devido ao aumento de hemdlise
dos eritrocitos. No caso do tempo de 48 horas, também foi visto uma liberagéao
discreta de VEs de maneira dose dependente, possivelmente pelo aumento de
hemolise em comparacdo com 24 horas. A concentracado que foi estabelecida para
os seguintes experimentos foi de 10 pg/ml pois foi a condicdo onde os eritrécitos

conseguiram uma melhor liberagédo de VEs.

wa THP1
B HEK 293
m Eritrécito
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FIGURA 2 VARIAGAO NA LIBERAGAO DE VESICULAS EXTRACELULARES DE ERITROCITOS
TRATADO COM VENENO Li
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FONTE: O autor (2016, 2017)
NOTA: Eritrécitos 1x108/ml foram incubados a 37°C sob agitagdo suave, por 24 ou 48 horas em

presencga de diferentes concentragbes de veneno Li.(2,5, 5, 10 e 20 ug/ml) ). Foi determinada a
concentragdo de proteina detectada no pellet (VEs) apds ultracentrifugagdo mediante o ensaio de
Bradford. Os valores apresentados correspondem as médias + o desvio padréo de trés experimentos

independentes, **o valor-p< 0,05.

6.2 CARACTERIZACAO DAS VESICULAS EXTRACELULARES

6.2.1 Analise de VEs utilizando Nanosight

A natureza das vesiculas extracelulares foi analisada utilizando Nanosight,
que permite a obtencdo da distribuicio do tamanho das vesiculas em uma
suspenséo, através do estudo do movimento browniano. As analises mostraram que
o tamanho médio das vesiculas celulares corresponde em sua maioria a vesiculas
extracelulares (acima de 100 uym), foram utilizadas celulas Huvec e eritrécitos para
liberacdo de VEs no estimulo de veneno e do indutor CaClz, figura 3A. O resultado
do nanosight permitiu estabelecer a populagdo de vesiculas extracelulares,
demostrado pelo tamanho meio de todas as populagdes VEs, além disso, no grafico
3B foi observado que as VEs dependentes da interagcdo com veneno tiveram um



38

maior numero de particulas, liberando mais vesiculas que as produzidas a partir do

estimulo do cloreto de Calcio.

FIGURA 3: CARACTERIZACAO POR NANO SIGHT
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FONTE: O autor (2017)
NOTA 3A) Representagao grafica da analise pelo Nanosight demostrando que o tamanho médio das
VEs de todas as amostras é entre 160-200 nm. Situado na parte superior da figura, sdo graficos
representativos gerados diretamente do programa do Nanosight mostrando o perfil das distribuigbes
de tamanho de VEs nas diferentes amostras. O eixo X € o tamanho (0-1000 nm) e o eixo Y, a
concentragao, particula/ml. No segundo grafico a comparagéo do tamanho meio das VEs com os
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diferentes indutores (Veneno Li, CaClz). 3B) Grafico mostrando a concentracao de particulas/ml VEs
em cada amostra. As VEs derivadas da interacédo Eritrécito-Li produziram a maior numero de
particulas/ml comparadas com as demais VEs. As VEs, derivadas da interagdo de veneno e CaCl2
tinham o dosagem de proteinas (320ug/ml).Os dados representam as médias e desvio-padroes de
dois experimentos independentes, **o valor-p <0,05.

6.2.2. Caracterizacado das microvesiculas através de imuno ensaios.

Uma vez confirmado que a interacédo de eritrécitos e veneno liberam VEs
decidiu-se analisar a presenca de componentes do veneno nas microvesiculas.
Para avaliar esses componentes foram utilizados os anticorpos policlonais anti-Li-
horse, que reconhecem diferentes componentes do veneno de Loxosceles
intermedia, e o anticorpo monoclonal Limab7 (Alvarenga 2003), que reconhece um
componente especifico, a esfingomielinase D. O primeiro ensaio utilizado foi ELISA
sanduiche que permite a deteccdo de veneno entre os componentes presentes nas
microvesiculas produzidas a partir da interacdo do veneno com os eritrécitos. Na
figura 4 observa-se que as vesiculas extracelulares foram detectadas pelos dois
anticorpos, 0 que sugere que algumas das toxinas do veneno foram capazes de
interagir e ser contidas nas VEs liberadas pelos eritrocitos. Além disso, pode-se
observar uma maior reatividade por parte do anticorpo policlonal Anti-Li,
possivelmente pela deteccdo de mais de um componente do veneno. No entanto, a
detecgao por parte do anticorpo monoclonal mab7 sugere uma participagao ativa
por parte da toxina esfingomielinase D, por meio dos resultados do ELISA foi
calculado uma porcentagem estimado dos componentes de veneno nas Vesiculas

Extracelulares tabela 2
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FIGURA 4: CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DE COMPONENTES DE VENENO ATRAVES
DE ELISA SANDWICHE.
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FONTE: O autor (2016)
NOTA. A.) Absorbéancia resultante da interagéo entre IgG de cavalo anti-loxoceles com amostras

contendo vesiculas extracelulares Eritrocito expostas a diferentes concentragbes de Loxosceles
intermedia (VESEL/) colocando 2 pg/ml,. Foram usadas concentra¢cdes conhecidas de veneno
(0,25ug/ml, 0,12pg/ml, 0,06pg/ml, 0,03ug/ml) como curva padrao . E vesiculas extracelulares de
THP1+2mM CaClz.. Como controle negativo. B.) Absorbancia resultante da interagcéo entre Limab7
com amostras contendo vesiculas extracelulares Eritrécito expostas a diferentes concentragdes de
Loxosceles intermedia (VESELI) colocando 2 pg/ml,. Foram usadas concentragcdes conhecidas de
veneno (0,25ug/ml, 0,12ug/ml, 0,06ug/ml, 0,03ug/ml) como curva padréo . E vesiculas extracelulares
de THP1+2mM CaCl.. Como controle negativo. Os valores correspondem a média + SEM de dois

experimentos independentes feito em duplicata

TABELA 2 - PORCETAGEM DE VENENO NAS VES

AMOSTRA PORCETAGEM VENENO
VEs E - Li 2,5ug £3-5%
VEs E-Li 5ug +1-1,5%
+05-1%

VEs E - Li 10ug

FONTE: O autor (2017)
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Na tentativa de caracterizar melhor qual € o componente presente nas vesiculas
que esta reagindo com esses anticorpos foi analisado o extrato total de proteinas
do veneno através de um western blotting. Na figura 5A e 5B podemos observar a
detecgdo de varias bandas entre os tamanhos de 6,5 e 45KDa, o que sugere a
presencga de algumas toxinas descritas para o veneno. Na figura 5A, foi utilizado o
anticorpo policlonal anti-Li horse e foi detectada a presenca de diferentes bandas
que pertencem a toxinas do veneno com uma intensidade maior no tamanho de 32
a 35 Kda o que representaria a esfingomilinase D. O seguinte experimento foi
realizar outro western blotting para ser revelado com o anticorpo monoclonal
Limab7(Alvarenga et al 2003) que reconhece especificamente a presenga de
esfingomilinase D, responsavel pelos principais efeitos deletérios do veneno. Nesta
revelacao detectamos a presenca desta proteina nas VEs produzidas pela interacéo
eritrocito com veneno. Por outro lado, ndo fomos capazes de observar a presenga
de toxinas nas VEs induzidas por CaClz. Posteriormente observamos na figura 5C
o gel de poliacrilamida compara o perfil de diferentes concentragdes de veneno Li
com as VEs ELi , VEs CaCl2z e com o extrato celular de eritrécitos. No gel foi
evidenciado que as VEs liberadas a partir da interagcdo com veneno possuem
componentes que tem uma migragdo eletroforetica similar a componentes do
veneno e também apresentam componentes préprios dos eritrocitos. As VEs
obtidas a partir da interacdo com CaCl2 ndo possuem nenhum componente do

veneno.
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FIGURA 5: WESTERN BLOTTING E ANALISE ELETROFORETICO DE VES DE ERITROCITOSS

A

FONTE: O autor (2016,2017)

NOTA: 5A) analise de extratos WB linha 1. VEs de eritrécitos tratadas com CaClz 1ug proteina total;
linha 2. Ves de eritrocitos expostos a L.i 1 ug proteina total, linhas 3-5 concentragbes conhecidas de
veneno respectivamente (0,5ug,1ug, 2ug), revelados na membrana com antiLi hrp (1: 1500) 5B) linha
1. VEs de eritrdcitos tratadas com CaClz 1ug proteina total; linha 2. VEs de eritrécitos expostos a L.j
1 ug proteina total, linhas 3-5 concentragdes conhecidas de veneno respectivamente ( 0,5ug,1ug,2ug
) revelados com com limab7 10 ug/ml e anti mouse hrp (1:4000) 5C) gel de policramida 12,5 %,com
estratos nas linhas 1-3 concentragdes de veneno respectivamente (2, 1, e 0,5 pg), linha 4 VEs E-
CaClz (5 ug de proteina total), linha 5 Extrato de eritrocito 5 ug de proteina total e linha 6.VEs E-Li
(5 ug de proteina total), revelado com nitrato de prata.
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6.3 EFEITO BIOLOGICO DAS VESICULAS EXTRACELULARES

6.3.1 Atividade esfingomielinasica das microvesiculas de eritrocitos derivadas da
exposicao ao veneno de Loxosceles intermedia com eritrocitos

Uma vez confirmada a presenga de toxinas de veneno nas VEs, na
sequéncia, foi avaliada a atividade enzimatica de esfigomielina presente nas
mesmas. Na figura 5 estad representada a atividade enzimatica de diferentes
concentragdes do veneno de Li, e de VEs-E-Li, assim como controles de VEs
obtidas pela incubagao de eritrocitos somente com tampao ringer VEs-LR. Através
da detecgao enzimatica da esfingomielinase foi demostrado pela primeira vez que
VEs poderiam conter a enzima esfingomielinase ativa, apresentando um papel

biolégico de propagacéao dos efeitos do veneno.

FIGURA 6: ATIVIDADE ESFINGOMIELINASICA IN VITRO.
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FONTE: O autor (2017)
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NOTA: Representacao da Atividade de esfingomielinase do veneno total de Loxosceles intermedia
(1 pg/mL) e Vesiculas Extracelulares através do Kit Amplex Red. Curva de atividade com
Concentragdes veneno Li (1 pug/mL-0,0625 ug/mL), concentragdes de VEs-Li (166ug/ml, 33 ug/ml,
17 ug/m de proteina total) que corresponde absorbancias do Elisa sandiwch (5ug/ml,1 pg/ml e 0.5
pg/ml de veneno Li), concentragdes de VEs-Lr (166ug/ml, 33 ug/ml e 17 ug/ml). Controle negativos
e positivos descrito no Kit. Incubagéao a 37 °C por 30 minutos ao abrigo da luz. A fluorescéncia foi
medida num leitor de microplacas utilizando excitagédo a 550 nm e emissao a 590 nm. Os valores
correspondem a média £+ SEM de um ensaio feito em ftriplicata.

6.3.2 Inducao de resposta imune: liberagao de citocinas durantes o contato de VEs
e THP1

Para avaliar se as VEs-Eli tem a capacidade de induzir uma liberagao de
citocinas IL6, Inf-y , tnf-a e mcp1 que foram testadas e descritas no contexto de
loxoscelismo (HORTA et al 2013., BARBARO et al 2010., SOUZA et al 2008 ). As
VEs foram colocadas em interagdo com macrofagos diferenciados a partir de células
THP1 por 48 horas na presenga de PMA 15 ng/ml. As células diferenciadas foram
tratadas com estimulo de VEs-E/i 2, 20 e 50 yg/ml e VEs CaClz como controles em
4 e 24 h. O aumento na producgao de citocinas foi determinado no sobrenadante das
células mediante ELISA. Observamos que as citocinas IL6 e Tnf a, foram liberadas
a partir das 24 h, no caso de IL6 a concentracdo que induz uma maior liberacao foi
40 ug de VEs CaClz, seguido pelas VEs-E/i com 20 pg. No caso do TNFa houve
uma inducgao de liberacado de VEs-EL ide maneira dose dependente confirmando
uma indugao de liberagao de citocinas nos macrofagos a partir da interagao de VEs.
Adicionalmente na medicao de INF-y foi possivel observar um leve aumento por
parte de interacdo de VEs com as células. Finalmente a citocina MCP1 apresentou

s6 um aumento na VEs-Eli apds de 20 e 50 ug.
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FIGURA 7: INDUGAO DE CITOCINAS DURANTE A INTERACAO DE MACROFAGOS COM VEs
ELi
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FONTE: O autor (2017,2018)

NOTA: Macrdéfagos (células THP-1 diferenciadas) foram incubadas com VEs Li nas concentracdes
de 50, 20 e 2 pg/ml (proteina total), e com VEs-LR nas concentragdes 40 e 2 ug/ml (proteina total).
Controle positivo Lipopolissacarideo (100 ng/ml) de E. coli, durante 24 h. Controle negativo células
incubadas apenas com o meio de cultura. A medigéo de citocinas foi feita usando um kit comercial
de ELISA (PeproTech, EUA). Os dados representam a média £+ SEM de um ensaio feito em triplicata.
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6.3.3 Ensaio de Hemodlise produzido pelas vesiculas extracelulares

Depois de confirmada a presenca de toxinas nas VEs, foi avaliada a
capacidade destas em induzir hemolise dos eritrécitos. Como pode ser observado
na Figura 8, as concentracdes 1.25 e 2.5 ug de VEs-ELi foram capazes de induzir
hemolise. VEs-ELR e VEs-CaClz ndo apresentaram o mesmo efeito quando foram
usadas as mesmas concentragdes de proteinas. Como controle positivo foi utilizado
veneno de Li em diferentes concentragdes. Adicionalmente tanto o veneno quanto

as VEs-ELi tiveram um efeito dose/dependente.

FIGURA 8: ENSAIO HEMOLITICO NA PRESENGA DE VEs
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FONTE: O autor (2017)

NOTA: Eritrécitos 1x108/ml tratadas com concentragdes do veneno de Li (5, 2.5, 1.25 e 0.625ug/ml).
VEs-ELi contendo, 42,5 ng e 21,2 yg de proteinas totais ou (2,5ug/ml e 1,25ug/ml de Li determinado
pelo técnica de ELISA sandwich). VEs-CaClz concentragéo de 43 pg. Eritrécitos em interagdo com
40 pg proteina BSA (C-). Incubagédo a 37 °C por 24 h sob agitagcdo suave. Porcentagem de
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reatividade determinado utilizando os valores do (C+) controle positivo (Triton X-100) como 100% de
hemodlise. Lactato ringer foi usado como controle negativo (C-). A leitura da absorbancia foi realizada
a 570 nm. Os dados representam a média £+ SEM de dois experimentos independentes. *o valor-p
<0,05.

6.3.4 Colesterol envolvido na liberacdo de VEs

As bolsas lipidicas ou ‘lipidrafts” sdo micro dominios da membrana
plasmatica com uma composicao de diferentes lipidios e proteinas, ricos em
colesterol principalmente, estdo envolvidas na sinalizacédo celular, e podem estar
envolvidas na liberacao e producéo de vesiculas extracelulares. As VEs derivadas
das membranas plasmaticas contem fosfatidilserina, produto do processo de
translocacéao de fosfolipidios da membrana plasmatica apds do estimulo de inducao
da vesiculacao. Diferentes autores (Evans Osses 2015, Del conde 2005) mostraram
que o esgotamento do colesterol por meio do metil beta ciclo dextrina (m@Bcd) diminui
a liberagao de microvesiculas. Por estas razoes optou-se por determinar se o mf3cd
seria capaz de inibir a liberagdo de VEs nos eritrcitos em contato com veneno. Na
figura 11A foi identificada que a liberagdo de vesiculas extracelulares foi inibida na
presenca de mf3cd, e o efeito foi dose dependente, no qual a maior concentracao
de mBcd levou reducédo na liberacdo das microvesiculas. Além disso, identificamos
no grafico B que o mBcd ndo induziu aumento da hemdolise, confirmando seu carater

nao citotoxico nestas condigoes.
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FIGURA 9: ESGOTAMENTO DE LIPIDS RAFTS ENVOLVIDOS NAS VEs
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FONTE: O autor (2017)

NOTA: Eritrocitos 1x108/ml tratados com diferentes doses de MBCD 2,5 e 10 mM, e posteriormente
incubados com veneno L intermedia 10 ug/ml por 24 horas, sob agitagdo suave. Depois das 24 horas
os sobrenadantes foram avaliados para determinar hemdlise por porcentagem e posteriormente
ultracentrifugados para quantificar proteinas das VEs. As condigdes foram testadas em duplicata.

6.4 EFEITO DAS VES CONTENDO COMPONENTES DO VENENO SOBRE A
MEMBRANA PLASMATICA DE CELULAS HEK

Como foi apresentado anteriormente, as VEs-ELi tem diferente atividade
bioldgica in vitro sobre os eritrocitos. Portanto avaliamos a possibilidade de
interacdo das VEs sobre as células HEK 293. Para isso, as células foram marcadas
com dapi (marcador de nucleo) e faloidina (marcador de actina) para ter uma
possivel localizagdo das vesiculas, as quais foram marcados com CFSE (que marca
VEs membrana plasmatica e proliferacdo celular), todas as Vesiculas foram
marcadas de acordo ao item 4.16. Na figura 8 podemos observar que para a
marcacao de dapi e faloidina temos uma formagao e morfologia tipica de células
epiteliais. No tratamento com VEs E-Li mostrou-se um processo de interagao das
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vesiculas extracelulares com as células devido a internalizacéo, permite observar
uma distribuicdo em diferentes partes das células. Além disso podemos observar

uma marcagao dependente do tempo.

FIGURA 10: UP-TAKE MICROVESICULAS ERITROCITOS CELULAS HEK 293.

DAPI Faloidina CFSE MERGE

VES ELR 20 ug 3h

VES ELi 2 ug 1h

VES ELi 20 ug 3h

FONTE: O autor(2017)

NOTA: Representacéo grafica de Células HEK 293 1X105pogo com 2 dias de plagueamento foram
mantidas na presenga de VEs-ELi (20 e 2 ug/ml) VEs-LR (20 ug/ml) por 3 horas a 37°C, 5% de
CO2. Se utilizo como marcador celular DAPI e FALOIDINA, marcador de VEs CFSE.
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6.5 EFEITO DAS MICROV,ESICULAS NA ALTERACAO DA INTEGRIDADE DAS
MEMBRANAS PLASMATICAS.

No experimento as células tratadas tanto com veneno ou com VEs
apresentaram aumento na permeabilidade da membrana celular verificado pela
internalizacéo do iodeto de propidio (corante vital s6 penetra com alteragbes de
membrana), sugerindo que a toxina tem um efeito deletério importante sobre a
membrana. Na Figura 9 pode-se observar a internalizacédo de iodeto de propideo de
maneira dose dependente tanto nas células tratadas com veneno tanto com as VEs-
E Li. Células tratadas com VEs-Ringer tiveram um efeito leve. Como controle

positivo para desestabilizacado da membrana foi usado detergente Triton X100 0,5%.
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FIGURA 11: INTERNALIZACAO DE IODETO DE PROPIDEO EM CELULAS HEK 293 TRATADAS
COM VENENO E VES
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FONTE: O Autor (2017)

NOTA: células HEK 293 1X105 por pogo, na presenca do veneno de Loxosceles intermedia
(20ug/mL), VEs-ELi ( 20 pg/ml), VEs-ELR (20 pg/ml) por 3 horas a 37°C, 5% de CO2. 11A) controle
positivo triton X100 11B) controle negativo sem tratamento 11C) veneno Li 20 pg/ml 11D) veneno Li
2 pg/ml 11E) VEsE-Li 20ug/ml.11F) VESE-Li 2ug/ml 11G) VEs E-LR 20ug/ml, em presenga de
iodeto de propidio ensaio realizado por 3 horas. Ensaio feito por fluorescéncia.

5.6 EFEITO NEUTRALIZANTE DO ANTICORPO MONOCLONAL LI MAB7 NA
INIBICAO DAS ALTERAGCOES DE MEMBRANA EM CELULAS HEK293
TRATADAS COM VENENO E VES.

Devido aos resultados anteriores fomos a utilizar mab7 como possivel
neutralizante dos efeitos deletérios do veneno e das VEs. Nas células HEK 293 que
foram tratadas com veneno ou com VES-EL/ 2 E 20 ug foi possivel observar
alteragdo nas membranas pela permeabilizagdo do iodeto de propidio (IP), mas
esse efeito foi inibido na presencga do Limab7 conforme na visualizado na figura 10.
Além de verificar a acado do anticorpo, as células foram tratadas com EGTA 2mM
com o intuito de inibir a maquinaria de reparagdo de membrana que é Ca
dependente, ja que (Atanasoff et al 2014) demostraram a capacidade de reparo da
membrana nas células epiteliais. Nas células que foram adicionados EGTA houve
uma maior permeabilizagdo do IP nas condi¢cdes em que foram adicionadas as VES
e Li, comparadas com as células em que nao foram adicionadas o EGTA ao meio.

Neste ensaio foi possivel confirmar o efeito de neutralizacdo do anticorpo mab7.
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FIGURA 12: INIBICAO DO EFEITO DE Li E VES-Li NA PRESENGA DE ANTICORPO ESPECIFICO

dapi

>
Control +

Control -

(@]
Veneno 20 pug

20ug/mab7

Veneno

VEs ELi 20 ng/
mab7

FONTE: O autor (2017)
NOTA: Purificagdo de vesiculas extracelulares da interacao com eritrécitos e veneno L.i incubadas
com células HEK 293 1x10°% por pogo durante 3 horas. Em 12A) Controle positivo triton x 100 0,5 %
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15 min; 12B) Controle negativo sem tratamento;12C) VenenoLi 20 ug/ml ;12D) Veneno Li 20 ug+2
mM EGTA; 12E) VEsE-Li 20 yg + 2 mM EGTA.

5.7 EFEITO NEUTRALIZANTE DO MAB7 NA LIBERACAO DE VES E NA
HEMOLISE DO ERITROCITO.

Foi avaliado se a presenga de anticorpo monoclonal mab7 poderia diminuir
ou inibir a liberacdo de VEs nos eritrocitos. Além disso, avaliamos atividade de
inibicdo do anticorpo verificado pela hemolise. Na figura 12 A, foi visto que o
anticorpo mab7 diminuiu a atividade hemolitica do veneno em 10%, no entanto o
anticorpo controle policlonal inibiu a atividade em 20%, mostrando assim que os
anticorpos possuem um efeito protetor nas células expostas ao veneno.
Posteriormente, no grafico 12b, foi verificada uma reducéo na liberagdo de VEs.
Eritrocitos na presencga de veneno 10 ug de Loxosceles intermedia e de anticorpo,10
Mg monoclonal mab7, liberaram uma quantidade menor de VEs comparados com a
liberagdo de VEs em contato direto de Veneno Li na concentracédo de 10 e 5 pg. Do
mesmo modo, o anticorpo policlonalanti-Lifoi capaz de reduzir significativamente a
liberacéo de Vesiculas extracelulares E importante ressaltar que o efeito protetor
dos anticorpos foi especifico a interagdo com toxinas loxoscelicas pois foi provado
um anticorpo inespecifico e ele ndo conseguiu diminuir a hemolise nem a liberagéo

das vesiculas extracelulares.



FIGURA 13: LIBERACAO DE VES-Li NA PRESENGA DE ANTICORPOS
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FONTE: O autor (2018)

NOTA:13A) Eritrécitos 1x108ml tratadas com concentragdes do veneno de Li 10, 5, 2.5 ug/ml, na
presenca de 10 ug/ml L int + 10 ug/ml de mab7, controle positivo (Triton X-100) como 100% de
hemolise (C+). Lactato ringer foi usado como controle negativo (C-). A leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm. 13B) Concentracao de proteinas das VEs nas diferentes condigbes expostas na
figura A. Os valores correspondem a média £+ SEM de dois experimentos independentes. *o valor-p
<0,05.

5.8 AVALIACAO IN VIVO DA PRODUGCAO DE VES EM CAMUNDONGOS
DESAFIADOS COM VENENO

Para confirmar a producéo de vesiculas extracelulares num modelo in vivo,
um experimento foi realizado com camundongos, desafiados com veneno, durante
1 e 4 horas. Foram produzidas VEs de maneira tempo dependente, e também foi
visto que a interacdo com veneno produz uma maior quantificacao de proteinas em
comparagao com as VEs obtidas do controle com PBS. No entanto, o ensaio para
determinar se as VEs possuiam veneno nao foi sensivel as amostras, sugerindo

que outro tipo de metodologia para quantificar tais componentes, seja necessario.
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FIGURA 14: LIBERACAO DE VEs IN VIVO:
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FONTE: O autor (2017)

NOTA:n= 6 Camundongos foram tratados com veneno Li (1ug/g peso) e PBS em diferentes tempos
1 e 4 h; 2 camundongos foram tratados por 1 hora com veneno, 2 camundogos foram tratados por 4
horas com veneno, e grupo 2 camundongos foi tratado com PBS . apds foi coletado soro total
avaliando liberacdo de Vesiculas extracelulares. 14B) representagdo grafica do ELISA sanduiche
com anticorpo Limab7 avaliando a presenca de veneno dentro das VEs e sobrenadantes.
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7. DISCUSSAO
Venenos loxoscelicos possuem varios componentes com efeitos citotoxicos.

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre os venenos loxoscelicos cresceu
muito, sendo que os estudos tém caracterizado o papel de alguns componentes do
veneno, assim como os efeitos sobre as células (Tambourgi et al., 1998, 2000, 2005,
2007; Chaves-Moreira et al. 2009, 2011; Gresmki et al 2014). Além disso, diferentes
autores conseguiram classificar as alteragdes citotoxicas induzidas pelas toxinas
(Tambourgi 2005) e demonstraram o efeito dermonecrético das mesmas em modelo
animal (Barbaro et al 1992). Da mesma forma (Dias Lopes 2010) foram mostrados
os efeitos dos componentes do veneno de Loxosceles intermedia em cardiomidcitos
de camundongos. Por outro lado, o trabalho de Nowatzki et al 2010 descreveu a
acao do veneno de L. intermedia em células endoteliais. A descricdo desses
eventos e seus efeitos foram caracterizados demostrando que as células endoteliais
tém uma internalizacdo do veneno, no entanto, esta internalizacdo nao é
responsavel diretamente pelos efeitos citotoxicos, o que sugere o envolvimento de

outros eventos resultantes da interagao entre célula e veneno.

Liberagéo de vesiculas extracelulares pela interagdo do veneno e Li com células
Primeiramente foi mostrada a liberacdo de VEs durante a interagao do
veneno de L. i em contato Eritrocitos e com diferentes linhagens celulares THP1,
HUVEC, HEK 293, Vero, e esta liberacdo € menor quando comparada com a
producao de VEs estimuladas pelo CaCl2 (Figura 1 e Tabela 1) corroborando com
resultados de outras pesquisas realizadas em outros modelos, como o de infegéo
por HIV (Konuda et al 2016), e também em modelos de doengas como cancer (Al-
Nedawi 2008), e parasitas (Ramirez et al., 2016; Evans-Osses et al., 2017).
(Konoda et al 2016) mostraram a existéncia de vesiculas extracelulares na infegao
de HIV no plasma de pacientes soropositivos, além de caracterizar um perfil pro
inflamatério por parte destas VEs. (Al-Nedawi et al 2008) demostraram com o

modelo celular de astrocitoma produz microvesiculas, um dos tipos de VEs, e as
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mesmas estdo envolvidas em processos de comunicagédo celular. Além disso,
(Ramirez et al 2016) demonstraram o protozoario T cruzi, em todos os estagios, tem
a capacidade de induzir vesiculas extracelulares.

Nos experimentos realizados nesse trabalho foi possivel demostrar que
existe uma liberacéo continua de vesiculas extracelulares na presenca de veneno,
nas diferentes linhagens utilizadas (Figura 1B e 2). Foi confirmado por pesquisas
realizadas em outros modelos de liberagédo de vesiculas (Cestari et al 2012, Wyllie
2017) uma producao tempo dependente, e de acordo com o estimulo indutor. Outros
autores (Skog et al 2008, Al-Nedawi 2009) demostraram que células cancerigenas
tem uma liberagao continua de VEs, que favorece o crescimento tumoral. (Hoshino
et al 2015), mostram que a liberagdo continua de exosomas por parte de células

cancerigenas contribui na migracao de precursores que favorecem a metastase.

Vesiculas extracelulares na interacdo de células com veneno de Loxosceles
intermedia carregam componentes de veneno com atividade bioldgica.

Os componentes das vesiculas extracelulares sdo normalmente proteinas
citosolicas e de membrana, ARN, lipidios entre outros (Raposo et al 2013, Gyorgi et
al 2011, Cocucci et al 2011). Nesse trabalho VEs, resultantes da interagéo de
eritrocitos com veneno foram avaliadas para confirmar a presenca de componentes
do veneno. Para isso, foram utilizados anticorpos policlonais de cavalo anti-Li,
desenvolvido no Centro de Produgao e Pesquisa de Imunobidlogicos CPPI o que
confirmaria a presenga de componentes totais do veneno, além disso, foi utilizado
o anticorpo monoclonal anti-Li mab7 ( Alvarenga et al., 2003) especifico para o
componente fosfolipase D, descrito como dermonecrotico e hemolitico (Gremski et
a., 2014, Tamborgui 2005 et al ).

Na Figura 4, através da técnica de Elisa, foi possivel detectar e quantificar
componentes do veneno nas VEs, sendo de 1 a 3 %. Além disso, como mostrado
na Figura 5, também foi realizada a técnica de western blotiing que apresentou
resultados semelhantes. Pode-se observar que a VEs-Li possuem componentes do
veneno, e que em sua maioria corresponde a fosfolipase D, proteina descrita como

dermonecrotica e caracterizada por diferentes autores (Lee et al 2005, Barbaro et
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al 2005, Guilherme et al 2001, Tamborgui1995, Furtrell 1992). Também foi
demonstrado que VEs-LR nao possuem nenhum componente de Li.

A presenca de componentes do veneno nas VEs permitiu também avaliar os
efeitos bioléogicos das mesmas. Foi demonstrada atividade hemolitica
esfingomielinasica (Figura 6), como também o efeito modulador da permeabilidade
de membranas (Figura 10 e 11) produzidas pelas VEs obtidas durante a interagao
de eritrécitos com veneno de Li, confirmando o carater de ineditismo desse trabalho.
Na maioria dos ensaios biolégicos em que foram demonstrados os efeitos do
veneno presentes nas VEs foi também confirmado o potencial protetor do anticorpo
monoclonal Limab7 (Figura 12 e 13). Esse resultado valida o emprego desse
anticorpo na neutralizagao dos efeitos toxicos do veneno e nos encoraja a emprega-
lo na concepcdo de novos formatos de anticorpos mais adaptados para o
diagnostico e tratamento do loxoscelismo (Alvarenga et al., 2003, Jiacomini et al,
2016 e Karim-Silva et al, 2016).

Ja é bem conhecido o carater inflamatério induzido pelos venenos
loxoscelicos, envolvendo aumento na produgéo de citocinas (Barbaro et al, 2010,
Horta et al., 2013, Oliveira C et al., 2013, Rojas et al 2017.). No entanto, ainda nao
havia sido mostrado que VEs contendo toxinas, e produzidas a partir da interagao
de eritrécitos com veneno, seriam capazes de também induzir o aumento desses
mediadores inflamatdrios e que poderiam estar potencializando o efeito do veneno.
Na Figura 7 € mostrado o aumento na produgao de IL6 e TNF em células tratadas
com VEs, as quais continham toxinas presentes no veneno de Li.

Eventos importantes como modelamento e reparo da membrana, tem sido
caracterizado extensivamente em varias linhagens celulares resultantes da
alteracdo da biologia celular, provocado por injurias (Atanassoff et al, 2014. Leoni
et al, 2015. Romero et al, 2017). Também varios trabalhos ja mostraram o
envolvimento de lipid rafts na liberagao de vesiculas extracelulares (Pfrieger F, e
Vitale N, 2018. Record M et al 2018). Os resultados preliminares sugerem que o
veneno de Lij carregado nas VEs altera a integridade de membrana, possivelmente
pela acédo de esfingomielinases, permitindo a incorporagéo do veneno pelas células

tratadas, e que essa entrada ndo € inibida pelo mecanismo de reparo (Figuras



60

11,12). Também foi demonstrado que a liberagdo de VEs pela agdo do veneno
dependendo desses achados precisam ser melhor estudados na presenca de
inibidores especificos, avaliagdo da cinética de injuria e reparo de membrana e na
presenca de VEs de diferentes origens.

Até agora, os dados mostrados confirmam a participagdo das VEs,
produzidas pelo veneno em contato com os eritrécitos, em importantes eventos bem
caracterizados no contexto do Loxoscelismo (hemodlise, atividade
esfingomielinasica, etc) e abre novas perspectivas de estudos para o melhor
entendimento do mecanismo de agdo das toxinas e propagagdo do

envenenamento.
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