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RESUMO

As hialuronidases sado enzimas que clivam o acido hialurdnico e através desta
atividade atuam como um fator de espalhamento de moléculas nos tecidos. As
hialuronidases presentes no veneno de animais sao semelhantes a hialuronidases de
mamiferos, devido a isso, essa enzima vem sendo estudada e avaliada para
aplicagbées farmacoldgicas e biotecnologicas. Algumas destas enzimas tém sido
aplicadas na otimizagdo da entrega de drogas terapéuticas aos seus alvos e na
correcao de preenchimentos de acido hialurénico. As hialuronidases recombinantes
do veneno de Loxosceles obtidas em modelos de expressao eucarioto (LiHyal2) e
procarioto (Dietrich’s hyaluronidase) se mostram promissoras para tais potenciais de
aplicacdo. No entanto, o rendimento de LiHyal2 era baixo, enquanto Dietrich’s
hyaluronidase era obtida inativa. Portanto, a otimizagdo da expressao dessa toxina
em bactérias e em células de inseto € uma etapa essencial a ser cumprida se existe
um proposito de aplicagao na industria. Dessa forma, a otimizagcdo da producéo da
LiHyal2 foi um dos objetivos do presente estudo. Sabe-se que as hialuronidases
presentes no veneno de outros artropodes, como as de abelhas, sao alérgenos. No
entanto, ndo estava claro se hialuronidases loxoscélicas eram alergénicas. Portanto,
também pensando no propdsito de aplicacdo dessa proteina na industria, este estudo
fornece resultados da avaliagao da atividade bioldgica da hialuronidase do veneno de
Loxosceles com enfoque na atividade alergénica. A clonagem do dominio catalitico
da hialuronidase de L. intermedia também foi meta desse estudo, pois a sua estrutura
conta com um dominio adicional que, segundo estudos com toxinas homologas, nao
tem influéncia direta na sua atividade catalitica, mas poderia estar dificultando a sua
expressao como proteina soluvel em sistema de expressao procarioto. Foram
estabelecidos 4 protocolos para otimizar a expressao da LiHyal2 em células de inseto,
variando a adicdo da suspensdo de virus durante a expressdao e o tempo de
expressdo. Um deles rendeu 12 mg/L, sendo estabelecido como a melhor estratégia
de producgédo da LiHyal2. A proteina purificada foi analisada quanto as suas principais
caracteristicas individuais (massa molecular, imunodetec¢ao e atividade enzimatica)
e os resultados confirmaram os aspectos inerentes da LiHyal2. Anticorpos produzidos
contra a LiHyal2 foram capazes de reconhecer epitopos de hialuronidase nativa nos
venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, mostrando conservagcédo desta
molécula em diferentes venenos de espécies de Loxosceles. Resultados dos efeitos
biolégicos causados por LiHyal2 revelaram que sozinha nao é potencialmente
alergénica ou inflamatéria: nao foi capaz de aumentar a permeabilidade vascular, nao
provocou influxo de célcio em células RBL-2H3 e degranulagdo de mastocitos, e nem
edema exacerbado. Foi detectado apenas edema residual dose-dependente em pata
de camundongos. Além disso, as analises histologicas da pele de coelhos apds
inoculagao da LiHyal2 mostram um leve infiltrado inflamatério e desorganizagao das
fibras de colageno da derme. Com base nessas observagdes, € provavel que esse
edema seja desencadeado pelo dano tecidual resultante da agdo enzimatica da
LiHyal2 sobre o acido hialurénico do tecido, o que estimularia essa leve resposta
inflamatdria. O dominio catalitico da hialuronidase de L. intermedia foi clonado com
sucesso e essa constru¢do sera uma ferramenta importante para a expresséo dessa
nova proteina. A otimizac&do da produgao da LiHyal2 e os resultados que demonstram
auséncia de atividade alergénica por parte dessa proteina recombinante fortalecem a
viabilidade de utilizacdo dessa enzima para aplicagdes terapéuticas.

Palavras-chave: Hialuronidase recombinante; Alergia; Inflamacao; Células Sf9;
Loxosceles.



ABSTRACT

Hyaluronidases are enzymes that cleave the hyaluronic acid and through this activity
act as a factor of spreading molecules in tissues. The hyaluronidases present in animal
venom are similar to mammalian hyaluronidases, due to this, this enzyme has been
studied and evaluated for pharmacological and biotechnological applications. Some of
these enzymes have been applied to optimize the delivery of therapeutic drugs to their
targets and to correct hyaluronic acid fillers. Recombinant hyaluronidases from
Loxosceles venom obtained in eukaryotic (LiHyal2) and prokaryotic (Dietrich's
hyaluronidase) expression models show promise for such potential applications.
However, the yield of LiHyal2 was low, while Dietrich's hyaluronidase was obtained
inactive. Therefore, the optimization of the expression of this toxin in bacteria and in
insect cells is an essential step to be fulfilled if there is an application purpose in
industry. Thus, the optimization of LiHyal2 production was one of the objectives of the
present study. Hyaluronidases present in the venom of other arthropods, such as those
of bees, are known to be allergens. However, it was not clear whether Loxosceles
hyaluronidases were allergenic. Therefore, also with the purpose of application of this
protein in industry in mind, this study provides results of the evaluation of the biological
activity of hyaluronidase from Loxosceles venom with a focus on allergenic activity.
The cloning of the catalytic domain of the hyaluronidase from L. intermedia was also a
goal of this study, since its structure has an additional domain which, according to
studies with homologous toxins, has no direct influence on its catalytic activity, but
could be hindering its expression as a soluble protein in a prokaryotic expression
system. Four protocols were established to optimize the expression of LiHyal2 in insect
cells, varying the addition of the virus suspension during expression and the
expression time. One of them yielded 12 mg/L, being established as the best LiHyal2
production strategy. The purified protein was analyzed for its main individual
characteristics (molecular mass, immunodetection and enzymatic activity) and the
results confirmed the inherent aspects of LiHyal2. Antibodies produced against LiHyal2
were able to recognize epitopes of native hyaluronidase in the venoms of L. intermedia,
L. gaucho and L. laeta, showing conservation of this molecule in different venoms of
Loxosceles species. Results of the biological effects caused by LiHyal2 revealed that
alone it is not potentially allergenic or inflammatory: it was not able to increase vascular
permeability, did not cause calcium influx in RBL-2H3 cells and mast cell
degranulation, and neither exacerbated oedema. Only dose-dependent residual
oedema was detected in mouse paw. Furthermore, histological analyses of rabbit skin
after LiHyal2 inoculation show a mild inflammatory infilirate and disorganization of
collagen fibers of the dermis. Based on these observations, it is likely that this oedema
is triggered by tissue damage resulting from the enzymatic action of LiHyal2 on
hyaluronic acid in the tissue, which would stimulate this mild inflammatory response.
The catalytic domain of the hyaluronidase from L. intermedia was successfully cloned
and this construct will be an important tool for the expression of this new protein. The
optimization of LiHyal2 production and the results that demonstrate the absence of
allergenic activity by this recombinant protein strengthen the viability of using this
enzyme for therapeutic applications.

Keywords: Recombinant hyaluronidase; Allergy; Inflammation; Sf9 cells; Loxosceles.
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1 INTRODUGAO

As aranhas do género Loxosceles estao entre os principais géneros de aranhas
envolvidas em acidentes por animais pe¢conhentos. Uma vez que este aracnideo pode
pdr em risco a saude humana através de sua picada, elas apresentam importancia na
saude publica no Brasil, pois os efeitos do veneno de Loxosceles podem levar a
necrose e implicagdes sistémicas (MINISTERIO SAUDE, 2022).

Durante os anos de 2017, 2018 e 2019 a média de acidentes envolvendo
aranhas no Brasil foi de 34.995 sendo que o género Loxosceles é responsavel por
aproximadamente um quarto (média 8.324) desses casos nestes anos. Também se
observa que a maior parte dos acidentes que ocorre envolvendo Loxosceles é relatada
na regiao sul do pais, consistindo no estado do Parana o maior nimero de casos (em
média 4.055), e seguido pelo estado de Santa Catarina (em média 1.841)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Os acidentes loxoscélicos envolvem sintomas bem caracterizados que podem
ser classificados em dois principais perfis, 0 de dermonecrose que € acompanhado
de um espalhamento gravitacional e o desenvolvimento de inflamagao, e o outro é o
sistémico, que € mais raro de acontecer e leva a insuficiéncia renal aguda em alguns
casos. O conjunto de sintomas e manifestagdes é chamado de Loxoscelismo (SILVA
et al., 2004; SWANSON; VETTER, 2006)

O veneno loxoscélico € composto por uma mistura de proteinas e entre elas as
hialuronidases destacam-se como uma das responsaveis pelo espalhamento
gravitacional. Esta enzima €& uma hidrolase que realiza a degradagcdo de
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular, gerando a desorganizacéo da
estrutura do tecido. Sua atividade bioldgica ja foi descrita e mostrou degradar acido
hialurénico e condroitin sulfato (DA SILVEIRA et al., 2007; FERRER et al., 2013)

As hialuronidases do veneno de Loxosceles ja foram produzidas em sistemas
de expressao procarionte e eucarionte. Quando produzida por meio de vetor de
expressao bacteriano, foi obtida de forma insoluvel precisando de ser redobrada in
vitro. Enquanto em sistemas de expressdo em células eucariontes, as hialuronidases
apresentaram solubilidade pois o processo de sintese possivelmente permitiu a

realizagcao de modificacdes pos-traducionais na proteina recombinante e formacao de
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pontes dissulfeto (SOLDATOVA et al., 1998). No entanto, o rendimento da LiHyal2 foi
baixo (1 mg/L) (DE-BONA et al., 2021) comparado a outras hialuronidases obtidas
pelo mesmo modelo de expressao (células de inseto) (SOLDATOVA et al., 1998)

A estrutura tridimensional da LiHyal2 foi predita e para isso moldes de duas
hialuronidases foram utilizadas para a modelagem molecular: a hialuronidase de
abelha e a de humano, uma vez que essas trés enzimas pertencem a mesma classe
de hialuronidases. A comparacao entre as estruturas proporcionou embasamento
para pesquisas futuras, principalmente quanto a uma possivel atividade alergénica da
hialuronidase do veneno de Loxosceles, uma vez que a hialuronidase de abelha € um
importante alérgeno do veneno desse inseto (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al.,
2013)

No modelo predito de LiHyal2 foi possivel analisar alguns aminoacidos
conservados envolvidos na hidrélise do substrato, além disso, foi observada a
semelhanga com hialuronidase de abelha e principalmente com a humana (hHyal-1).
LiHyal2 e hHyal-1 compartilham uma regiao em comum na extremidade C-terminal,
uma regiao semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF-like), que inclui 6
residuos de cisteina que se ligam e formam 3 pontes dissulfeto (DE-BONA et al.,
2021). Park e colaboradores (2019) mostraram que mesmo removendo parcialmente
regides da extremidade C-terminal da hialuronidase bovina, foi possivel obté-la ativa
(DE-BONA et al., 2021; PARK et al., 2019). A sequéncia removida por Park coincide
com o inicio do dominio EGF-like de LiHyal2 sugerindo que a eliminagdo deste
dominio ndo implicaria na perda da atividade hialuronidasica, e a produgdo em
bactéria seria uma opg¢ao economicamente mais viavel, além de contribuir para

possiveis estudos de sua estrutura e fungao.

Pensando nas possiveis aplicagdes da hialuronidase de L. intermedia, a
otimizacao da producédo das hialuronidases recombinantes de L. intermedia, que inclui
a clonagem do dominio catalitico da enzima e uma melhoria nos protocolos de
expressao e purificacdo da proteina completa sdo fundamentais para permitir um
maior rendimento proteico. A verificagdo da atividade alergénica dessa enzima é
também uma etapa essencial para verificar a viabilidade de utilizacdo dessa enzima

para diferentes aplicagoes.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A hialuronidase recombinante do veneno de L. intermedia € uma possivel
ferramenta para a aplicagéao biotecnoldgica, pois ja foi mostrado seu potencial como
fator de espalhamento e sua atividade sobre o acido hialurénico (DE-BONA et al.,
2021; FERRER et al., 2013). No entanto, também €& necessario comprovar que a
proteina sozinha ndo causa inflamagdes ou reag¢des alérgicas no sistema biolégico. A
partir disso, este projeto buscou analisar e mostrar o efeito da LiHyal2 no organismo,
principalmente na pele, que pode ser um possivel local de aplicagao da hialuronidase
para fins terapéuticos e € onde a atividade da proteina é mais evidente, funcionando
como um fator de espalhamento de outras toxinas (SILVA et al., 2004). Além disso,
em alguns casos de acidentes envolvendo a aranha marrom foi detectada a presenca
de reacbes alérgicas. Sabe-se que ha alérgenos no veneno de Loxosceles, no
entanto, a hialuronidase também poderia estar contribuindo para o desencadeamento
destas respostas (JUSTA et al.,, 2020; SADE et al., 2012). Essa hipdtese surgiu
porque as hialuronidases presentes no veneno de abelha e de vespa s&o alérgenos,
e LiHyal2 mostrou 47,4% de similaridade estrutural com a hialuronidase de abelha,
isso seria mais uma evidéncia de que LiHyal2 poderia ser um alérgeno (DE-BONA et
al., 2021). Desta forma, averiguar a atividade alergénica da proteina € importante.

Outrossim, a expressao da proteina era desvantajosa tanto em células de
inseto quanto em bactéria. A hialuronidase recombinante produzida em células de
inseto é produzida de forma soluvel e ativa, no entanto o rendimento era muito baixo,
1 mg/L, tal quantidade se tornava escassa para trabalhar na pesquisa e pouco atrativa
para a industria. Por outro lado, a hialuronidase produzida em bactéria era obtida na
forma insoluvel, precisando de uma etapa adicional de dobramento in vitro, tornando
o processo dispendioso (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al., 2013). Devido a isso,
buscamos nesse trabalho a otimizacdo da expressdo em ambos 0s sistemas.

Portanto, se torna relevante otimizar a expresséo da LiHyal2 e deixa-la apta
para a industria, ou seja, mostrar que a proteina é obtida ativa, soluvel, com alto

rendimento e melhor custo-beneficio, assim como, mostrar sua aplicabilidade.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Otimizar a expressao e purificacdo de LiHyal2 em sistema de expresséo
eucarioto (célula de inseto/baculovirus), caracterizar sua resposta biolégica com a
énfase na analise da atividade alergénica, e realizar a clonagem do dominio catalitico

da hialuronidase de Loxosceles intermedia.

1.2.2 Objetivos especificos

v' Otimizar a expressdo e purificagdo da LiHyal2 em células Sf9
(Spodoptera frugiperda) por meio de baculovirus;

v' Confirmar a atividade enzimatica da LiHyal2 através de métodos

bioquimicos;

Avaliar a atividade biolégica de LiHyal2 in vivo;

Avaliar a atividade alergénica de LiHyal2 in vitro e in vivo;

Imunodectecgao por anticorpos policlonais produzidos contra LiHyal2;

AR NEENEEN

Clonar o dominio catalitico da hialuronidase de Loxosceles intermedia;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LOXOSCELES

As aranhas pertencentes ao género Loxosceles sao popularmente conhecidas
como aranha marrom. Elas apresentam uma coloragdo entre o castanho claro ao
marrom escuro, pernas longas e delgadas permitindo que se movimentem
rapidamente. Na regiao do cefalotérax da aranha marrom ha uma marca em forma de
violino demarcado em escuro. Além disso, na parte frontal deste cefalotérax existem
seis olhos de tamanhos iguais e que sao distribuidos em pares formando um
semicirculo (FIGURA 1) (SILVA et al., 2004)

FIGURA 1 - CARACTERISTICAS DO CEFALOTORAX DE LOXOSCELES.

FONTE: Adaptado de National Science Foundation (2014).

LEGENDA: A regiao do cefalotérax de Loxosceles é caracterizada por uma marca que lembra um
violino (seta preta) e pelos 3 pares de olhos formando um semicirculo (seta amarela).

Acidentes envolvendo este aracnideo ocorrem geralmente devido a fricgéo
com o animal, pois elas nao sao agressivas (GERTSCH, 1967). Além disso, possuem
habitos noturnos e preferem lugares mais escuros, como embaixo de pedras, tijolos,
folhnagens, guarda-roupas, atrds de quadros e objetos. Entdo, devido a tais
caracteristicas a picada da aranha ocorre ao dormir, ao vestir roupas com ela dentro,
ou ainda, ao pegar objetos ou encostar em lugares, desta forma pressionando-a
(FUTRELL, 1992).
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A picada da aranha marrom é indolor, logo o paciente toma ciéncia do
loxoscelismo (quadro dos sintomas decorrentes da picada por Loxosceles) pela
presenca de dor somente 8 ou 12 horas apods a picada (GOMES AGUIAR et al., 2021).
Além disso, lesdes cutaneas comegam a se manifestar, o que pode levar a um quadro
dermonecrotico (FUTRELL, 1992).

O loxoscelismo cuténeo é a reagcao mais tipica da picada de Loxosceles, este
€ caracterizado pela dermonecrose. Ela € acompanhada de um espalhamento
gravitacional e o desenvolvimento de inflamacdo. As lesdes sao caracterizadas por
feridas necrosantes, de cor azul-violeta escura e endurecidas, levando a formacgéao de
tecido cicatricial, apresentando também eritema e edema ao redor da lesao ((SILVA
et al., 2004; SWANSON; VETTER, 2006; VETTER, 2008).

Analises histologicas do loxoscelismo cutaneo em coelhos mostraram edema,
espessamento do endotélio dos vasos sanguineos, presenca de células inflamatérias,
vasodilatagdo, coagulacdo sanguinea e degradagdo das paredes dos vasos
sanguineos, hemorragia dérmica e subcutanea. A evolucdo da lesdo é caracterizada
primeiramente pelo aparecimento do edema 3 horas apds a exposigao ao veneno,
com acumulo de leucdcitos polimorfonucleares ao redor de vénulas e eritrécitos
extravasculares sugerindo perda da integridade vascular. As arteriolas mostraram
apenas edema de células endoteliais. Em 6 horas ha edema da epiderme e derme,
infiltracdo acentuada de leucécitos polimorfonucleares nas paredes das vénulas,
vasodilatagdo. O edema progride até 24 horas e depois diminui nos dois dias
seqguintes, enquanto a infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares aumenta mais
ainda em 48 horas (FUTRELL, 1992) .

Analises histoldgicas mais detalhadas da epiderme de coelhos que receberam
injecdes intradérmicas do veneno de L. intermedia mostram a evolugao das alteragdes
no tecido entre 4 h a 5 dias. Até 5 dias apds o envenenamento, as alteragbes evoluem
para uma infiltragcdo volumosa de neutréfilos na derme que se estende até o tecido
muscular subcutaneo, também € detectado destruicdo dos vasos sanguineos,
trombose, hemorragia, mionecrose e necrose coagulativa no 5° dia (OSPEDAL et al.,
2002).

Em alguns casos mais graves, pacientes podem desenvolver o loxoscelismo
cutaneo-visceral ou sistémico, que ocorre com menor frequéncia e raramente ¢é fatal.
Os sintomas incluem febre, cefaleia, hemolise intravascular e como consequéncia,

anemia e insuficiéncia renal. Sinais clinicos de hemolise intravascular, como anemia,
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ictericia e hemoglobinuria, geralmente ocorrem dentro das primeiras 24 h apds a
picada. A lesdo renal aguda e a coagulagao intravascular disseminada podem ocorrer
como complicagbes da hemolise intravascular, no entanto, acontecem com menor
frequéncia, desencadeadas apenas quando ha progressdo de hemodlise
intensa(MALAQUE et al., 2016).

Tais sintomas sédo decorrentes da agao sinergética das toxinas presentes no
veneno da aranha marrom. Este veneno é caracterizado por uma mistura complexa
de moléculas que juntas séo citotoxicas e capazes de causar injuria celular, como
remodelacdo e permeabilidade da membrana, podendo levar a morte celular
(CHAVES-MOREIRA et al., 2017; NOWATZKI et al., 2010). Esta mistura de moléculas
biologicamente ativas é caracterizada principalmente por proteinas, que podem
apresentar acao toxica ou/e enzimatica (GREMSKI et al., 2014; VEIGA et al., 2001).

2.1.1 Proteinas do veneno loxoscélico

Diversas proteinas presentes no veneno loxoscélico ja foram identificadas e
caracterizadas. Através de analises do transcriptoma do veneno de L. intermedia
foram identificadas sequéncias codificantes de varios grupos de toxinas, como:
peptideos ICK (Inhibitor Cystine Knot) (55,9%), proteases do tipo astacina (22,6%),
fosfolipases-D (20,2%), serinoproteases (0,5%), proteina tumoral controlada
traducionalmente (0,4%), alérgenos (0,2%), inibidores de serinoproteases (0,1%) e
hialuronidases (0.1%) (FIGURA 2) (GREMSKI et al., 2010).

Dentre as proteinas do veneno de Loxosceles mais conhecidas e bem
caracterizadas estdo as fosfolipases D. Essas proteinas possuem massa molecular
aproximada entre 30 e 35 kDa e sao responsaveis pela maior parte dos danos
causados por picadas do género Loxosceles, o que pode ser devido a alta expressao
dessa proteina no veneno (GREMSKI et al., 2021).

Outro grupo de proteinas que sao abundantes no veneno loxoscélico é o de
proteases do tipo astacina. Esse grupo € caracterizado por massa molecular entre 22
e 35 kDa e tem atividade proteolitica sobre fibronectina, fibrinogénio e gelatina. Tais
atividades sao inibidas apenas por quelantes metalicos divalentes, o que classifica
este grupo como metaloproteases (FEITOSA et al., 1998; GREMSKI et al., 2021).
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FIGURA 2 — TOXINAS PRESENTES NO VENENO DE L. INTERMEDIA.
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metalloprotease
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FONTE: Adaptado de Gremski et al. (2010)

LEGENDA: Proporgées relativas de cada grupo de toxinas presentes no
veneno sobre o total transcritos que codificam toxinas.

Outra familia que representa a maioria das sequéncias expressas em relagao
as toxinas do veneno de Loxosceles sdo peptideos ICK. Estes peptideos possuem
massa molecular entre 3 e 10 kDa, contendo um alto numero de residuos de cisteina
em sua estrutura. Estes peptideos do veneno de L. intermedia podem afetar o sistema
nervoso de insetos através da alteracdo de canais iGnicos especificos(DE CASTRO
et al., 2004; GREMSKI et al., 2021).

Ha também proteases presentes no veneno de Loxosceles chamadas de
serinoproteases. Sao moléculas grandes com massa entre 85 e 95 kDa e podem ser
inibidas por inibidores de serinoproteases, outro grupo presente no veneno
(FINGERMANN et al., 2020). Também chamadas de serpinas, sugere-se que estes
inibidores de seriroproteases tém essa fungéo para proteger as toxinas presentes no
veneno loxoscélico (além das serinoproteases) de outras proteases quando expostas
ao ambiente proteolitico externo (GREMSKI et al., 2021; SCHEMCZSSEN-GRAEFF
et al., 2021).

A proteina tumoral controlada traducionalmente, também chamada de TCTP,
€ conhecida por estimular a liberacdo de histamina, sendo associada a
hipersensibilidade e reacbes alérgicas causadas pela picada da aranha marrom
(BOIA-FERREIRA et al., 2019; GREMSKI et al., 2021). Similar a esta, também sao
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encontrados alérgenos na composicdo deste veneno. Estes alérgenos tém a
capacidade de degranular mastdocitos, liberando beta-hexosaminidase e
desencadeando uma reacao inflamatéria (JUSTA et al., 2020).

Entre o grupo de proteinas pouco expressas estdo as hialuronidases. Sao
proteinas com massa molecular aproximada de 41 a 45 kDa e tém um papel
importante no veneno juntamente com outras toxinas que degradam matriz
extracelular. Elas sao responsaveis pelo espalhamento gravitacional das lesbes
causadas pela picada de Loxosceles (CHAVES-MOREIRA et al., 2017).

2.2 HIALURONIDASES

As hialuronidases sdo proteinas que estdo presentes em diversos
organismos, desde bactérias a humanos. As razdes pelas quais estas proteinas séao
expressas por cada organismo podem ser diferentes, mas € comum que elas atuem
clivando polimeros de acido hialurdénico (SINDELAR et al., 2021). O acido hialurénico
€ uma estrutura composta por dissacarideos com unidades repetitivas de N-acetil-3-
D-glicosamina e B-D-acido glicurdnico que alternam na cadeia através de ligagdes
glicosidicas B1-3 e f1-4. Desta forma, as hialuronidases atuam clivando estas ligagdes
glicosidicas (FIGURA 3) (FRASER; LAURENT; LAURENT, 1997a).

FIGURA 3 — CLIVAGEM DO ACIDO HIALURONICO POR HIALURONIDASES.

CH,OH
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FONTE: Adaptado de Bordon et al. (2015).

LEGENDA: Estrutura do acido hialurénico formada por unidades repetidas de 3-D-acido glicurdnico
(em preto) e N-acetil-p-D-glicosamina (em violeta), intercaladas por ligagdes glicosidicas $1-3 (em
verde) e 31-4 (em vermelho). Os codigos estao relacionados a classificagao das hialuronidases
conforme a posic¢ao da ligagéo glicosidica onde clivam, gerando produtos com finais diferentes.
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Por muito tempo as hialuronidases estdo sob investigacdo, sendo
primeiramente descrita por Duran-Reynals (1929) que estudou o efeito bioldgico dela
e foi quem analisou a propriedade descrita como fator de espalhamento. Em seguida,
Karl Meyer (1937) as classificou em 3 grupos com base nas suas propriedades
bioquimicas e produtos gerados (FIGURA 3) (MEYER; RAPPORT; YORK, 1952).

As hialuronidases de mamiferos sao classificadas como endo- 3 -N- acetil- D-
hexosaminidases (EC 3.2.1.35) que clivam as ligagdes glicosidicas p1-4 em
substratos de acido hialurénico, condroitin e condroitin sulfato. Estdo presentes em
espermatozoides, lisossomos, veneno de serpente, abelha, répteis e aracnideos.
Enzimas deste grupo possuem atividade hidrolitica resultando principalmente em
tetrassacarideos e hexassacarideos (CRAMER et al., 1994; MEYER, 1971; MEYER,;
RAPPORT; YORK, 1952).

O segundo grupo, também chamado de glucano hidrolase, sdo endo- 3 -D-
glucuronidases (EC 3.2.1.36) que clivam as ligagbes acido glicurénico (f1-3) do
substrato acido hialurénico, ndo apresenta atividade em relacdo aos outros
glicosaminoglicanos. Podem ser encontradas em sanguessugas, crustaceos e
parasitas. Assim como as endo- 3 -N- acetil- D-hexosaminidases, também geram tetra
e hexassacarideos (DA SILVEIRA et al., 2007; MEYER; RAPPORT; YORK, 1952).

E por fim, o terceiro grupo de hialuronidases estdo presentes em
microrganismos, elas clivam a ligagao glicosidica 31-4 (EC 4.2.2.) do substrato por -
eliminacdo resultando em oligossacarideos insaturados. Essa enzima catalisa
substratos de acido hialurénico, condroitin e condroitin sulfato (MEYER, 1971;
MEYER; RAPPORT; YORK, 1952).

As hialuronidases também podem ser classificadas quanto ao pH de
atividade 6tima. Ha hialuronidases que apresentam melhor atividade em pH acidos,
entre 3 a 4, geralmente sdo encontradas em células hepaticas humanas. Também
podem apresentar atividade 6tima em pH mais neutro, entre 5 e 8 (BORDON et al.,
2015; GIRISH; KEMPARAJU, 2007), estas sao comumente hialuronidases
encontradas em veneno animais como, serpentes, aranhas, escorpidoes e abelhas
(ABDEL-MONSEF et al., 2020; BHAVYA et al., 2016; DA SILVEIRA et al., 2007;
PESSINI et al., 2001; SUTTI et al., 2014).

Conforme foi sendo investigada sua fungao, a hialuronidase foi atrelada a
muitos beneficios bioldgicos. Entre estes beneficios esta a capacidade de aumentar a

permeabilidade na camada dérmica, auxiliando na disseminacdo de solugdes de
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corantes injetadas por via intradérmica (CHAIN; DUTHIE, 1939; WRIGHT et al., 1973).
Essa capacidade de espalhamento da hialuronidase em tecidos esta relacionada a
presencga do acido hialurénico na estrutura da matriz extracelular. Ao clivar estes
polissacarideos, ocorre uma desorganizagao da matriz, de forma que expande
espacos no tecido permitindo o rapido o espalhamento de moléculas (GIRISH;
KEMPARAJU, 2007).

2.2.1 A importancia da hialuronidase e do acido hialurénico da matriz extracelular

nas respostas bioldgicas

A hialuronidase e o acido hialurbnico desempenham papel importante na
matriz extracelular e indiretamente no ambiente intracelular desencadeando efeitos
biolégicos (FIGURA 4). A matriz extracelular € uma rede composta por
macromoléculas que estdo organizadas de uma forma especifica dependendo do
tecido. Essa estrutura possui moléculas que se unem para formar um esqueleto
estavel, proporcionando habilidade mecanica, bem como dinamicidade sendo de vital
importancia para o crescimento celular, regulando os comportamentos e
caracteristicas mais fundamentais das células, como proliferagao, adesao, migragao,
diferenciacdo e apoptose (ALBERTS et al.,, 2008; HUMPHREY; DUFRESNE;
SCHWARTZ, 2014).

A matriz extracelular € composta por diversas proteinas em que,
aproximadamente 300 compdem o matrissomo central. Entre os componentes estao:
colageno, proteoglicanos, elastina e glicoproteinas receptoras. Os proteoglicanos sao
formados por uma proteina central a qual associam-se cadeias laterais chamadas de
glicosaminoglicanos (GAG). Os GAGs sao polissacarideos aniénicos lineares
compostos por unidades dissacaridicas repetidas. Entre os GAGs estdo: o acido
hialurénico, queratan sulfato, condroitin sulfato e heparan sulfato (YUE, 2014).

O acido hialurdnico € um componente abundante na matriz extracelular e que
€ essencial na remodelacdo de tecidos, inflamacdo e tumorigénese (MCATEE;
TAKAGAKI, 2014; VEISEH; TURLEY, 2011). Na maioria dos tecidos ele é
caracterizado como um polimero de alto peso molecular com comprimento molecular
de 2 a 20 ym. Devido a isso ele tem um papel essencial na estrutura do tecido, assim

como em processos de proliferagdo, adesao e motilidade celular. Nesses eventos
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ocorre a transducdo de sinal através de receptores de membrana para o acido
hialurénico, como o CD44 (MISRA et al., 2015).

FIGURA 4 —EFEITOS BIOLOGICOS RELACIONADOS AO ACIDO HIALURONICO
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EFEITOS BIOLOGICOS

FONTE: Adaptado de Garantziotis et al. (2019)

LEGENDA: A estrutura e func&o do acido hialurénico podem gerar respostas na matriz
extracelular e no ambiente intracelular através da membrana, dependendo de varios
fatores. Estes fatores incluem: propriedades biofisicas, tamanho, modificagbes
funcionais, macroestrutura, metabolismo, interagéo a receptores de membrana (como os
receptores de acido hialurénico — CD44) e sinalizagao intracelular. Essa interagédo
complexa gera efeitos bioldgicos a nivel celular, tecidual e de organismo. TSG-6 (gene 6
estimulado por TNF); lal (inter- a- inibidores); PTX-3 (Pentraxina 3); PG (proteoglicanos);
AH (acido hialurdnico); TIRAP (molécula adaptadora associada a receptores toll-like
(TLR)); NF-Kb (fator nuclear Kappa B); MyD88 (proteina de diferenciagéo mieldide 88),
Ras (derivado do inglés: Rat Sarcoma virus, transdutor do sinal extracelular), RhoA
(proteina GTPase da familia Rho); RhoK (rodopsina quinase); ERK (tipo de proteina
serinaltreonina quinase).

O processo de biossintese e degradagdo do acido hialurénico esta

relacionado a rapida remodelacdo da matriz. Quando o acido hialurénico sofre
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degradacéao pela hialuronidase (FIGURA 4), sdo gerados fragmentos que podem ser
internalizados por via endoss6mica ou ainda podem se ligar ao receptor CD44
causando modificagdes que envolvem a reorganizagdo do tecido e reacgdes
inflamatdrias. Esses polimeros de acido hialurénico sao sintetizados na superficie
celular através de sintases de acido hialurénico (HAS). O processo de degradagao e
recapturacdo (FIGURA 4) desse glicosaminoglicano pode exigir hialuronidases
secretadas para gerar oligbmeros de baixo peso molecular (MCATEE; TAKAGAKI,
2014).

A degradacéao por hialuronidases e a deposi¢cao do acido hialurénico atuam
conjuntamente regulando respostas inflamatérias. Alguns genes de expressao
relacionados ao metabolismo do acido hialurénico sdo regulados por citocinas
inflamatorias (FIGURA 4), aumentando o turnover deste carboidrato durante a
resposta inflamatéria (KOBAYASHI; CHANMEE; ITANO, 2020). Os acidos
hialurénicos de alto peso molecular, geralmente estdo associados a sinais de
integridade tecidual, por isso sdo considerados anti-inflamatorios enquanto os de
baixo peso molecular estimulam a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
(RUPPERT et al., 2014). Vistejnova et al. (2014) trataram fibroblastos de pele humana
com acido hialurénico de baixo peso molecular (4,3 kDa) para determinar as
expressoes génicas de citocinas e quimiocinas e sua produ¢ao no meio de cultura.
Foi detectada a indugdo da expresséo génica da citocina IL-6 e das quimiocinas IL-8,
CXCL1, CXCL2, CXCL6 e CCL8 nos fibroblastos, que foram confirmadas por niveis
aumentados de IL-6 e IL-8 em sobrenadantes da cultura celular (VISTEJNOVA et al.,
2014).

Dependendo da concentragao do acido hialurénico e do peso molecular, este
polissacarideo determina também as fungdes fisioldgicas das células, tecidos e
orgaos, em fungdes de ligacédo a agua, troca ibénica, difusdo dependente do tamanho
da molécula e permeabilidade para grandes moléculas (GARANTZIOTIS; SAVANI,
2019).

2.2.2 Hialuronidases do veneno loxoscélico
As hialuronidases presentes no veneno do género Loxosceles sao estudadas

por mais de uma década e algumas caracteristicas sobre este grupo de proteinas ja

foram bem elucidadas. A primeira investigagao sobre este grupo foi iniciada por Da
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Silveira e colaboradores (2007), que realizaram um estudo sobre as hialuronidases do
veneno de L. intermedia. Eles realizaram zimogramas copolimerizados com os
substratos acido hialurénico e condroitin sulfato para analisar a atividade do veneno
de L. intermedia sobre essas moléculas, sendo observada atividade sobre ambos os
substratos por uma enzima com massa molecular aparente entre 41 a 43kDa.
Também em reacdes colorimétricas foi observado que a enzima gerava residuos de
N-acetilglucosamina na extremidade redutora apds a clivagem do substrato, sendo
assim, os autores a identificaram como endo-B-N-acetil-D-hexosaminidase (DA
SILVEIRA et al., 2007).

Mais tarde, Ferrer e colaboradores (2013) utilizando uma biblioteca de cDNA
da glandula de veneno de L. intermedia, clonaram e expressaram uma isoforma da
hialuronidase contendo 1200 pb chamada Dietrich’s Hyaluronidase. Por meio de
testes bioquimicos e bioldgicos, foi avaliada a degradacdo dos substratos acido
hialurbnico e condroitin sulfato para comprovar a atividade da hialuronidase
recombinante, a qual mostrou atividade sobre ambos os substratos. Também
realizaram testes in vivo de dermonecrose em pele de coelhos. Como resultado a
Dietrich’s Hyaluronidase aumentou o efeito necrético produzido pela fosfolipase-D
recombinante (LiRecDT1), indicando que a hialuronidase de Loxosceles atua
sinergicamente com outras toxinas como um fator de espalhamento (FERRER et al.,
2013)

Outra isoforma de hialuronidase do veneno de L. infermedia foi produzida em
células de inseto através do sistema de expressao BaculoDirect™. Essa hialuronidase
foi denominada LiHyal2 (FIGURA 5-A). A sua capacidade de degradar &cido
hialurénico e condroitin sulfato, bem como a atividade de fator de espalhamento foram
confirmadas. LiHyal2 agiu sinergicamente com LiRecDT1 sobre a permeabilidade
vascular em camundongos, potencializando o efeito da fosfolipase-D recombinante.
Além disso, para avaliar o espalhamento gravitacional em pele de coelho, LiHyal2 foi
injetada juntamente com LiRecDT1. Foi observado nas analises histopatologicas da
pele do coelho acumulo de células polimorfonucleares, desorganizagao das fibras de
colageno e presenca de fibrina no tecido conjuntivo, eventos ja conhecidos pela agao
das fosfolipases. Estas carateristicas ficaram mais evidentes quando a dose de
LiHyal2 foi aumentada de 2,5 ug para 7,5ug (DE-BONA et al., 2021).
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FIGURA 5 - A ESTRUTURA DA LIHYAL2 E SUA SEMELHANCA COM HIALURONIDASE
DE APIS MELIFERA

FONTE: Adaptado de De Bona et al. (2021).

LEGENDA: Em A, é ilustrado o modelo da estrutura tridimensional da LiHyal2: a-hélices em azul,
fitas-B em vermelho, loops em rosa; dominio semelhante a EGF em preto. Os residuos diretamente
envolvidos na atividade catalitica sdo mostrados em verde. Em B, a sobreposigdo do modelo da
LiHyal2 (a-hélices em azul, fitas- em vermelho, loops em rosa; dominio semelhante a EGF em preto)
com estrutura Api m 2 (a-hélices, fitas- e loops em amarelo). Os residuos diretamente envolvidos na
atividade catalitica da LiHyal2 sdo mostrados em verde e em azul os da Api m2.

A isoforma LiHyal2 teve seu modelo predito (FIGURA 5-A) e a estrutura
apresentou treze a hélices e oito fitas B. A sequéncia codificante da enzima prevé uma
proteina de 400 aminoacidos (FIGURA 6), podendo apresentar até 4 sitios de N-
glicosilagao e 12 cisteinas capazes de formar 6 pontes dissulfeto. Também possui um
sinal de enderegamento para o reticulo endoplasmatico composto por 19 aminoacidos
e uma massa molecular predita de aproximadamente 44007.34 Da com um pl de 8.57.
LiHyal2 foi comparada a estruturas de Apis melifera (Api m2) (FIGURA 5-B) e de
humano (hHyal-1), através de técnicas de analise in silico, e apresentou similaridades
com as hialuronidases de abelha e a humana, 47,4% e 47,9% respectivamente. A
hialuronidase de abelha se apresentou bem similar a LiHyal2, com exceg¢ao do
dominio EGF-like que a abelha n&do possui. No entanto, a hialuronidase humana
possui o dominio EGF-like, que € pouco conservado entre elas, apesar de ambas as

estruturas manterem as 6 cisteinas que compdem o dominio (DE-BONA et al., 2021).



FIGURA 6 — SEQUENCIAS AMINOACIDICA E NUCLEOTIDICA DA LIHYAL2.
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FONTE: Adaptado de De Bona et al., (2021).

LEGENDA: Em vermelho os residuos do peptideo sinal predito. Em azul os residuos de cisteinas
que podem formar pontes dissulfeto. Em verde os possiveis sitios de N-glicosilagdo. Em destaque
dentro do retangulo os residuos de aminoacidos do dominio semelhante ao fator de crescimento

epidérmico (EGF-like). Em laranja os residuos da tag epitopo V5. Em rosa os residuos da cauda de

poli histidina (6xHisTag).
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Devido ao efeito da hialuronidase sobre tecidos conjuntivos como fator de
espalhamento, essa enzima passou a ser estudada e avaliada para diversas
aplicagdes farmacoldgicas e biotecnoldgicas. Uma das aplicagdes que esta sendo
bem estudada é o uso desta enzima como coadjuvante para entrega de
medicamentos de forma rapida e em grandes volumes. Um exemplo seria a aplicagao
de uma hialuronidase humana recombinante denominada rHuPH20 para entrega de
drogas subcutaneas. O emprego desta enzima tem sido analisado para o transporte
de medicamentos terapéuticos, através da degradacao de componentes presentes na
matriz extracelular de células endoteliais, atingindo vasos linfaticos e capilares
facilitando a absorcao do farmaco (ANGELOTTI et al., 2020; KNOWLES et al., 2021).

Outra aplicagéo destas enzimas € na area da estética e dermatologia. Elas
estdo sendo bastante estudadas para corregéo, tratamento (ORS, 2020) ou total
eliminacao de preenchimentos com acido hialurbnico (KWAK et al., 2021). As
hialuronidases comercialmente disponiveis que sdo mais comuns incluem: Vitrase,
hialuronidase testicular ovina; Amphadase, hialuronidase testicular bovina e Hipenox,
hialuronidase recombinante humana. Apesar de serem amplamente utilizadas,
reacOes alérgicas ainda sao detectadas por hialuronidases que estdo presentes no
mercado. Em alguns casos ocorre a incidéncia de reacgdes alérgicas no local de
aplicacao e alguns sintomas que incluem edema, eritema, dor e coceira. Sendo assim,
hialuronidases recombinantes n&do alergénicas podem ser potenciais alvos para
aplicacbes biotecnoldgicas (CAVALLINI et al., 2013)

Soldatova et al. (1998) descreveram as propriedades bioquimicas e
imunoldgicas de uma hialuronidase recombinante de veneno de abelha produzida em
sistemas de expressao procaridticos (E. coli) e eucarioticos (células de insetos
infectadas por baculovirus). A hialuronidase recombinante produzida em células
eucarioticas reagiu a 95% dos soros de pacientes alérgicos a veneno de abelha. Essa
imunoreatividade da hialuronidase recombinante de abelha detectada, indica base
para o desenvolvimento de insumos para testes de alergia (SOLDATOVA et al., 1998)

Alguns casos de acidentes envolvendo o género Loxosceles foram
caracterizados com a presenga de alergias apos alguns dias. Sabe-se que ha
alérgenos no veneno de Loxosceles, no entanto, ndo esta claro se a alergia também
pode ser proveniente de toxinas como a hialuronidase (GREMSKI et al., 2010; JUSTA
et al., 2020). Além disso, analisar a reposta biolégica a LiHyal2 se torna importante,

pois apresenta atividade enzimatica relevante e que pode ser empregada em varias
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areas, principalmente, na farmacéutica. Portanto, avaliar a resposta bioldgica a
LiHyal2 contribui para o esclarecimento e disponibilidade dessa proteina para
aplicagoes terapéuticas (CHAVES-MOREIRA et al., 2019).

Mediante a isso se torna importante otimizar a expresséo de proteinas
recombinantes que podem ser empregadas no mercado farmacéutico, uma vez que
industrias realizam produgdo em escalas muito maiores e com alto rendimento. Os
sistemas mais utilizados para expressao proteica sdo os bacterianos. Os sistemas
bacterianos sdo simples e envolvem menor custo e tempo de producido para a
clonagem e expressao de grandes quantidades de proteinas (BROWN, 2003).

Porém para proteinas como hialuronidases que apresentam padrdes de
glicosilagéo e varias pontes dissulfeto, a melhor opgao atualmente é o sistema de
expressdo em eucarioto. Soldatova e colaboradores (1998) conseguiram obter 20
mg/L de hialuronidase recombinante expressando em células de inseto (HighFive™
Cells) infectadas por baculovirus. A expressdo de proteinas recombinantes neste
sistema proporciona um alto rendimento proteico e secrecdo de proteinas soluveis e
biologicamente ativas (SOLDATOVA et al., 1998).

A rHUPH20 é uma hialuronidase humana recombinante produzida em células
de mamifero da linhagem CHO (chinese hamster ovary). Através da otimizacao dos
sistemas de clonagem e expressao, foi possivel alcangar o alto rendimento da
hialuronidase humana recombinante soluvel em células de mamifero (FROST,
2007a). Atualmente a proteina € empregada em co-formulagbes para terapias
anticancer (GAO et al., 2021; LOCKE; MANEVAL; LABARRE, 2019).

A hialuronidase do veneno de L. infermedia ja foi obtida em sistema de
expressao bacteriano. Os autores produziram uma hialuronidase que precisou ser
submetida ao redobramento in vitro para se tornar ativa. Desta forma, utilizar sistemas
de expressdo bacterianos pode envolver mais uma etapa no processo de obtengao
da proteina, além da limitagdo no dobramento correto da proteina (FERRER et al.,
2013).

Park e colaboradores (2019) obtiveram uma hialuronidase recombinante
(rbSPAM1¢80-del) gtiva que apresentou atividade catalitica igual a hialuronidase bovina
comercial . Neste trabalho, eles removeram cerca de 80 aminoacidos da regido C-
terminal da proteina e esta foi expressa na conformacao correta e biologicamente

ativa em células de mamifero (PARK et al., 2019). Tal estratégia pode facilitar a
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expressao de proteinas relativamente grandes e com muitas pontes dissulfeto em

sistemas de expressao bacterianos.

2.3 CARACTERISTICAS DO PROCESSO ALERGENICO E INFLAMATORIO

Alergia é uma reagao causada pela hipersensibilidade do sistema imunolégico
a substancias externas. Essas reacdes de hipersensibilidade sdao desencadeadas
principalmente por células chamadas mastocitos. Estas células sdo encontradas em
maior quantidade em 6rgaos que fazem o contanto entre o meio externo e o interno,
como a pele, sistema gastrointestinal e sistema respiratorio (KRYSTEL-
WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016).

A ativacdo de mastécitos mediada pelo receptor de alta afinidade para IgE
(FceRI) é considerado como um evento chave na resposta a reacgdes alérgicas. O
alérgeno se liga a IgEs que ja estao ligadas de forma cruzada nos receptores nos
mastdcitos, desencadeando reacgdes bioquimicas complexas, incluindo o influxo de
calcio (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Para a liberacdo de mediadores, ocorre o
aumento da concentracdo de calcio no citoplasma. A saida deste ion do reticulo
endoplasmatico estimula mais entrada de calcio do meio extracelular para o
intracelular e a ativacao de proteinas que auxiliardo na sintese de componentes que
serdo liberados (ALBERTS et al., 2017).

Apds o processo de sinalizagdo, o mastécito libera alguns produtos
biologicamente ativos, alguns ja armazenados nos granulos citoplasmaticos, como a
histamina, mediadores derivados de lipidios, citocinas e fatores de crescimento
recém-sintetizados. A histamina presente nos granulos € a principal molécula
mediadora presente nas reacgdes alérgicas e na indugao da permeabilidade vascular.
Mediadores derivados de lipidios, prostaglandinas, e leucotrienos promovem a
vasodilatagdo e o eritema. Os mastdocitos quando ativos também liberam citocinas,
quimiocinas, e fatores de crescimento que tém o potencial de recrutar outras células
do sistema imune. O neutrdfilo € um dos primeiros leucécitos a migrar para o local de
infeccdo ou injuria tecidual, e s&o ativados por quimiocinas. Desta forma, os
mastocitos também contribuem para inflamagdes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Além disso, os mediadores quimicos atuam sobre a vasculatura do local, na
maioria sao vasodilatadoras, consequentemente aumentando as lacunas existentes

nas jungdes intercelulares endoteliais, levando ao extravasamento de proteinas
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plasmaticas. Essa passagem altera a pressdo osmotica entre o meio extravascular e
intravascular, o que leva a saida de agua e eletrolitos do vaso, formando o edema
(CLAESSON-WELSH; DEJANA; MCDONALD, 2021). O edema € um acumulo de
fluido sérico no espaco intersticial, e pode ser causado por diversos fatores e um deles
também pode incluir o rompimento da matriz extracelular. O rompimento do tecido
conjuntivo permite que os fluidos dentro do espaco intersticio se espalhem para uma
area maior. Isto pode se dar devido ao rompimento da matriz extracelular, pois
aumenta-se a capacidade de dispersdo e permeabilidade dos fluidos contidos no
espaco intersticial, podendo gerar o edema (FROST, 2007; KOC; ER, 2018).

2.4 SISTEMA DE EXPRESSAO BACULOVIRUS/ CELULAS DE INSETO

No ambiente natural o baculovirus infecta insetos geralmente da ordem
Diptera e Hymenoptera (OKANO et al., 2006). A estrutura deste virus é fator
determinante para sua capacidade de infeccdo. Ele é apresentado fenotipicamente de
duas formas durante o ciclo de infec¢do, virus extracelular (BV - Budded virus) e virus
oclusos (ODV- Occlusion-devided virus). O BV participa na infecgao célula a célula,
mas nao € capaz de infectar o hospedeiro, enquanto o ODV é encapsulado por uma
bicamada lipidica semelhante a membrana nuclear do hospedeiro. Desta forma, a
primeira infeccdo ocorre através do ODV, que se funde a membrana celular do
hospedeiro, liberando a particula viral, que se direciona para o nucleo, onde insere
seu DNA viral. Em seguida ocorre a replicacdo deste DNA e a formagao dos
nucleocapsideos. Os nucleocapsideos brotam da membrana plasmatica sendo
envelopados pela camada lipoproteica da célula, em forma de BV. O BV segue para
a infecgdo da proxima célula (FUNK; BRAUNAGEL; ROHRMANN, 1997; SLACK;
ARIF, 2006a).

Deste de 1980, ja foi detectado o potencial desta interagdo natural como
potencial para expressao de proteinas recombinantes (SMITH; SUMMERS; FRASER,
1983). A espécie de baculovirus mais utilizada para essa aplicagao € a Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), com o uso de células Sf9
(Spodoptera frugiperda) como hospedeiro (CONTRERAS-GOMEZ et al., 2014). Essas
células Sf9 precisam de muitos componentes para seu crescimento como,
carboidratos, lipidios, aminoacidos, fatores de crescimento, horménios e vitaminas.

Sao células que crescem em adesao, formando uma monocamada, no entanto



36

também podem ser adaptadas para o crescimento em suspensio, sendo facilmente
escalonavel (IRONS et al., 2018)

Este sistema de expressao de baculovirus/células de insetos é bastante eficaz
em produzir alto rendimento proteico, possui um ambiente eucariético necessario para
o0 enovelamento correto de proteinas realizando modificagdes pds-traducionais e
pontes dissulfeto (VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015). No entanto, algumas
desvantagens também podem ser observadas neste sistema devido a sua natureza,
que é litica. E uma delas é a protedlise que pode afetar tanto a qualidade quanto a
quantidade do produto devido a proteases da célula que podem ser expressas e
liberadas em cada intervalo de tempo entre 72 e 96 h durante a expresséo da proteina
recombinante. O problema da protedlise pode ser ainda mais acentuado em cultura
celular isenta de soro, onde a protegao conferida por proteinas séricas como albumina
e macroglobulina é ausente (IKONOMOU; SCHNEIDER; AGATHOS, 2003).

Durante a expressao proteica, algumas alteragdes citopatologicas evoluem e
poder sem visiveis via microscopio. Nas primeiras 6 horas apos inicio da infeccéo, as
células ja apresentam alteracbes morfologicas, como a expansdo do nucleo,
arredondamento celular e mudancgas no citoesqueleto. Entre 6 a 12 horas, observa-se
uma estrutura eletro-densa, granular, de formato irregular no nucleo, chamada de
estroma virogénico. Ao mesmo tempo se inicia a produgdo de proteinas para a
montagem viral (p10 e poliedrina), a medida que a infecgdo progride € possivel
detectar a presencga de poliedros no nucleo celular (WILLIAMS; FAULKNER, 1997).
Na infecgao tardia, ou seja, apds 48 horas a infecgao, a proteina p10 interage com o
citoesqueleto celular, promovendo a lise celular e extravasamento do conteudo interno
da célula e dos poliedros (SLACK; ARIF, 2006a).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OTIMIZACAO DA EXPRESSAO E PURIFICACAO DA LIHYAL2

3.1.1 Produgao de estoque viral recombinante fresco

Neste trabalho, foi utilizada uma solucdo de estoque de Baculovirus
recombinante da espécie Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV). Este baculovirus recombinante contendo a sequéncia para expressao da
hialuronidase completa de Loxosceles intermedia ja foi obtido em trabalhos anteriores
(DE-BONA et al., 2021). Células Sf9 (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen, Waltham,
EUA) foram utilizadas como hospedeiro do virus e para expressar a proteina
recombinante. A construgao foi planejada para permitir a expressao da sequéncia
completa da hialuronidase recombinante de L. intermedia contendo os tags “epitopo
V5” e “cauda 6xHis” na por¢cédo C-terminal da proteina, estes para fins de identificagao
e purificacdo. Esta proteina recombinante € denominada LiHyal2.

O P3 é a titulagdo viral com cerca de 2x10' copias virais/ml, quantificados
por qPCR. Esse P3 foi utilizado para a producao do estoque viral fresco. Para a
producao do estoque, foram utilizadas células de inseto Sf9 cultivadas em adesao em
garrafas de 75 cm?, com 10 mL de meio Sf-900™Il SFM (Gibco®), sem SFB, em uma
confluéncia celular de 80% e viabilidade minima de 95%. Estas culturas celulares em
adesao receberam 5% (v/v) do sobrenadante do P3. As células foram mantidas em
incubadora a 27 °C por 144 h, o sobrenadante com virus fresco foi coletado,
centrifugado a 5.000/rpm por 5 min e armazenado a 4 °C protegido da luz (FIGURA
7).
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FIGURA 7 — DIAGRAMA DO PROCESSO DE EXPRESSAO DA LIHYAL2
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LEGENDA: O diagrama mostra o processo de expressao da LiHyal2. O crescimento das células Sf9 em
adesao é feito para duas utilidades: para a amplificagdo das particulas virais por meio da Sf9; e para a
amplificagdo de células Sf9 (3-5x10° cel./ mL) para transferéncia para o cultivo em suspensao
posteriormente. Apds a amplificagdo, o sobrenadante com virus fresco € coletado e adicionado (2,5%
v/v) a cultura em suspensdo com células Sf9 (densidade 3x10° cel./mL). Entdo inicia-se a expressdo da
LiHyal2 (Oh). Durante a expresséo é adicionado mais 2,5% (v/v) do sobrenadante com virus fresco. A
partir dessa segunda adigéo de virus, foram estabelecidos 4 protocolos que variam no tempo da adicdo
do virus (48, 72 e 96h) durante a expressao e o tempo total da expressao (144h e 168h). Os
sobrenadantes de todas as expressdes foram submetidos a purificagdo por cromatografia de afinidade.

3.1.2 Expresséao da hialuronidase recombinante em células Sf9

As células de inseto Sf9 foram mantidas em garrafas de 75 cm? (KASVI) com
10 mL de meio Sf-900™|l SFM, sem SFB e viabilidade minima de 95%. Ao atingir a
confluéncia aproximada de 100% foi feito o subcultivo para outras garrafas com
objetivo de amplificar o crescimento celular. A densidade e a viabilidade celular foram
realizadas através do teste de exclusdo com azul de tripan, com auxilio de uma
camara de Neubauer. Foi iniciado o cultivo celular em suspensao em Erlenmeyer, com
uma densidade celular entre 3x10°% - 5x10° cél/ml e com 95% de viabilidade celular.
Foram adicionados antibiéticos na cultura em suspenséao, anfotericina-B 0.25 ug/mL

e estreptomicina 100 ug/mL (Gibco®), a qual foi mantida sob agitagéo (105 - 110 rpm)
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em incubadora do tipo shaker, a 27°C. Ao atingir 3x10° cél/mL foi adicionado a cultura
celular o sobrenadante com virus fresco (FIGURA 7).

Para esta etapa, foi utilizado o método descrito por Schemczssen-Graeff et al.
(2021), de forma adaptada. Foram testados alguns protocolos (FIGURA 7). Ao atingir
3x108 cél/ml (0 h) foi adicionado a cultura celular 2,5% (v/v) do estoque viral fresco.
96 h apds a infecgao, foi adicionado mais 2,5 % (v/v) do estoque viral a cultura celular
em expressao da proteina alvo. Cento e quarenta e quatro horas apds a primeira
infeccdo com o virus, a expressao em células Sf9 foi concluida. No segundo protocolo,
em 0 h foi adicionado 2,5% da titulagao viral, 72 h apds a infeccao foi adicionado mais
2,5% da titulacao viral e mais 1% de meio para a manutengao celular. Cento e
quarenta e quatro horas apds a primeira infeccdo, a expressao foi finalizada. No
terceiro e quarto protocolo o tempo de expresséao foi aumentado para 168 h, e adigao
do virus foi feita com 2,5% da titulagao viral em 0 h, e mais 2,5 % em 48h ou 72h apés
a primeira adicdo. Em todos os protocolos, a viabilidade celular foi conferida no fim
das expressoes, e a suspensao celular (contendo a expressao proteica) foi levada a
centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos a 8000xg. Os sobrenadantes foram

coletados e o pellet descartado.

3.1.3 Purificagao da LiHyal2 expressa em células Sf9

Para a purificagdo da LiHyal2, os sobrenadantes das expressbes foram
filtrados em filtros a vacuo 500 ml (membrana 0,22 ym — KASVI). Em seguida
submetidos a cromatografia de afinidade em Niquel-agarose uma coluna Histrap™
Excel de 1mL, com auxilio do sistema automatizado de purificacdo AKTA PURE (GE
Healthcare Life Sciences Marlborough, EUA).

Para purificagcédo foram utilizados dois tampdes: tampdo A (20 mM de
NaH2PO4 e 500 mM de NaCl — pH 7.4) para equilibrar a coluna e tampao B (20 mM
de NaH2PO4, 500 mM de NaCl e 500 mM de imidazol — pH 7.4) para eluir a amostra.

A aplicacdo da amostra no sistema de purificagdo AKTA ocorreu a um fluxo
continuo de 0,5 mL/min. Apds esta etapa, a coluna foi lavada com tampao A para
eliminar possiveis contaminantes. A elui¢ao foi feita utilizando gradiente linear de 0 a
100% de tampao B em fragdes de 1 ml a um fluxo de 0,5 mL/min. Apds a purificagao,
as fragdes eluidas foram coletadas e dialisadas em Amicon® (tamanho do poro 10
kDa MWCO) com PBS 1X em centrifuga refrigerada a 7000xg.
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O perfil eletroforético e andlise sobre o grau de pureza das amostras
purificadas pela cromatografia de afinidade foram avaliadas a partir da corrida em gel
de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) sob condigdes redutoras.

3.2 DOSAGEM E DETECCAO DA LIHYAL2

3.2.1 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Azul de Coomassie,
descrito por Bradford (1976), adaptado para leitura em leitor de placas de 96 wells
(Meridian ELX 800). A curva padrao foi feita com diferentes quantidades (0,25 ug —
2,00 pg) de Albumina Sérica Bovina. O reativo para dosagem de proteinas Dye
Reagent Concentrate (BioRad Laboratories) foi adicionado em cada pogo. Apds 5
minutos de incubagao das amostras com o corante, a absorbancia foi determinada em

595 nm. Os pontos da curva e as amostras foram lidos em duplicatas.

3.2.2 Producgao de anticorpos em camundongos com a proteina recombinante

A producado de soros hiper imunes de camundongos injetados com a
hialuronidase recombinante foi de acordo com o método de Harlow e Lane (1988).
Dois camundongos da linhagem Swiss foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Parana. Primeiro foi feita a coleta do soro pré-imune, para
isso foi retirado sangue dos dois camundongos, pela veia auricular. Em seguida, o
sangue foi centrifugado com objetivo de separar o soro, o qual foi coletado e
armazenado a -20°C. Em seguida, foram administrados nos camundongos via
intraperitoneal 10 ug da proteina recombinante com adjuvante hidroxido de aluminio
(Sigma Aldrich). Apés 20 dias foram aplicados mais 20 ug com o adjuvante, e depois
de mais 20 dias, 30 pg juntamente com o adjuvante. Apos 15 dias da terceira
imunizagao, os camundongos foram eutanasiados e 0 sangue dos animais foi coletado
e mantido por 2h na B.O.D a 37° C. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 20
minutos e o soro hiper imune foi coletado e guardado a - 20°C.

Os soros hiper imunes que reconhecem as toxinas presentes no veneno de L.
intermedia foram fornecidos pela doutoranda Nayanne Polli. A produgéo destes soros

ocorre em coelhos neozelandeses adultos adquiridos Fazenda Experimental Canguiri
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da Universidade Federal do Parana e mantidos no Centro de Producéo e Pesquisa de
Imunobioldgicos (CPPI). Apos coletado o soro pré-imune, cada coelho é imunizado
por via intramuscular com 15 ug do veneno total de L. intermedia emulsificado com
adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). Outras imunizagdes sao
administradas com 30, 40 e 100 yg de veneno total emulsificado em adjuvante
incompleto de Freund (Sigma-Aldrich) a cada 20 dias. Apds 21 dias da ultima

imunizagao, os soros sao coletados e armazenados conforme descrito anteriormente.

3.2.3 Ensaio de imunodetecgao

As analises de imunodetecc¢ao foram realizadas utilizando o método Western
Blotting. Para tal, a proteina purificada foi submetida a separagao por eletroforeses
em gel de poliacrilamida 12,5% com SDS (dodecil sulfato de sédio) em condigdes
redutoras, diluidas em tampao Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-
mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol e 0.125 M Tris HCI), e foram transferidas
para membranas de nitrocelulose por 15 minutos a voltagem constante de 15 V. Em
seguida as membranas foram bloqueadas por 1 h com leite desnatado em pé (Molico)
(3% p/v) diluido em PBS e incubadas por 2 h a temperatura ambiente sob agitagéo
constante com anticorpos primarios.

Os anticorpos primarios utilizados incluem: o anticorpo comercial anti-
6xHisTag (1:2000) (Invitrogen, California, USA), anticorpos policlonais que
reconhecem toxinas do veneno loxoscélico (1:1000) e anticorpos policlonais que
reconhecem LiHyal2 (1:3000). Além da LiHyal2, os venenos brutos (10 pg) de L.
intermedia, L. gaucho, L. laeta foram submetidos a imunodeteccdo por anticorpos
policlonais que reconhecem LiHyal2 (1:3000). Como controle positivo, a proteina
LiRecDT1 foi utilizada para o reconhecimento por anticorpos anti-6xHisTag e anti-
veneno.

As membranas foram lavadas com o tampao (PBS 1x + 3% leite) e incubadas
com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo ou coelho conjugados com
fosfatase alcalina (Sigma, Missouri) por 1 h a temperatura ambiente. Apds lavagens,
a reacéo foi revelada com o substrato BCIP e o cromogeno NBT (Promega, Wisconsin,

USA) em tampéao 6timo para atividade de fosfatase alcalina.
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3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DA LIHYAL2

3.3.1 Ensaio de degradagéao

A proteina purificada foi submetida ao zimograma em SDS-PAGE 12,5%
copolimerizado com 0,17 mg/mL de acido hialurénico (AH). As amostras em estudo,
diluidas em tampao Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 0.004% azul de bromofenol e
0.125 M Tris HCI), em condi¢gbdes ndo redutoras, foram submetidas a eletroforese (25
mA) a 4°C. Apds a migracao eletroforética, os géis foram lavados 3 vezes em Triton
X-100 (Reagen) 2,5% por 30 minutos cada e em seguida incubados a 37°C em tampao
6timo (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,5 mM CaCl2 - pH 7,4) para a atividade enzimatica
durante 16 h. O gel, por fim, foi corado com Azul de Alcian 0,5% em solugao de acido
acético 3% e descorado em solugao de acido acético 10%.

A hialuronidase recombinante também foi submetida a turbidimetria, um
ensaio quantitativo para a degradacédo do AH. Em uma placa de 96 pogos o acido
hialurénico (10ug, 7,5ug, 5ug e 2,5ug) foi incubado em tampéao acetato (0,2M de
acetato de sodio — acido acético e 0,15M NaCl — pH 6) para estabelecer uma curva
que indicava a porcentagem do AH degradado (100% a 0%, sendo 0% apenas o
tampéao acetato). Massas de LiHyal2 (10ug — 0,625ug,) foram incubadas em tampéo
acetato com 10ug de AH por 1h a 37°C. Apds isso, 200uL de CTAB (2,5% p/v de
brometo de cetiltirmetilaménio dissolvido em 2% p/v de NaOH) foi adicionado em cada
poco para produgdo da turbidez causada pelo AH nao clivado. Em seguida, foi
realizada a leitura em 450nm em leitor de placas de 96 wells (Meridian ELX 800). Os
ensaios foram feitos em duplicata. Os resultados plotados foram calculados sobre as

porcentagens de AH degradados utilizando o programa GraphPad Prism 8.

3.3.2 Animais

Fémeas de camundongos suicos adultos (25-30 g) e coelhos adultos
neozelandeses (~ 3 kg) foram utilizados para os experimentos in vivo. Os
camundongos foram retirados do Biotério da Universidade Federal do Parana e os
coelhos foram adquiridos na Fazenda Experimental de Canguiri da Universidade

Federal do Parana e mantidos no Centro de Produgéao e Pesquisa de Imunobiolégicos
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(CPPI). Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados em
conformidade com as Diretrizes do Comité de Etica no uso de animais do Setor de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana, que aprovou a metodologia
do projeto em relagdo aos ensaios envolvendo animais (Numeros dos certificados:
1395 e 1442).

3.3.3 Ensaio de permeabilidade vascular em camundongo

Para avaliagdo da atividade biolégica da LiHyal2 com relagcdo ao
extravasamento de liquido intersticial, foi feito o ensaio de permeabilidade vascular
em camundongo. Alguns animais foram previamente tratados com o inibidor de
degranulagdo de mastdcito (cromoglicato dissodico) por 3 dias antes da aplicagao da
LiHyal2. O cromoglicato dissddico (30 mg/kg em 100 uL) foi injetado via intraperitoneal
em um grupo de animais todos os dias durante trés dias. Em outro grupo foi injetado
apenas PBS (100 pL) por trés dias também antes da aplicagcdo da proteina
recombinante. Para a verificagdo do extravasamento de liquido plasmatico, os animais
receberam o corante azul de Evans (30 mg/kg em 200ul) na veia caudal diluido em
PBS. Em seguida foram aplicadas pela via intradérmica na regiao dorso-lateral dos
animais (n=5 para cada grupo): a proteina recombinante LiHyal2 (20 ug), a Serpina
(20 pg) (proteina recombinante do veneno de L. intermedia LSPILT) como controle de
expresséo, fosfolipase-D (2,5 pg) (proteina recombinante do veneno de L. intermedia
gue causa aumento da permeabilidade vascular -LiRecDT1) e PBS. LiHyal2 (20 ug)
foi aplicada em animais (n=5) previamente tratados com o cromoglicato dissodico e
com PBS. Depois de 1 hora esses animais foram eutanasiados, e o folheto interno da

pele exposto, observado e fotografado.

3.3.4 Edema de pata em camundongo

A fim de verificar se a LiHyal2 tem a capacidade de causar edema, foi
realizado o ensaio de edema em pata de camundongo. Foram utilizados 5
camundongos para cada grupo: LiHyal2 (10 ug e 20 ug), LiRecDT1 (fosfolipase-D
recombinante do veneno de L. intermedia que causa edema) (20 ug) e PBS. Foram

aplicados na regido da pata (intraplantar) um volume de 30 ul de cada grupo. A
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espessura das patas foi medida com um paquimetro digital (Digimess, Sao Paulo) em
tempos de 0, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 360, 720 e 1440 minutos.

3.3.5 Analise histologica da pele de coelho

Um coelho neozelandés foi anestesiado e eutanasiado apds 4 horas da
aplicacao subcutanea de LiHyal2 (10ug e 20ug), alérgeno (20ug) (proteina
recombinante alergénica — LALLT) e PBS. As peles foram fixadas com ALFAC (etanol
85%, formaldeido 10% e acido acético glacial 5%) por 16 h a temperatura ambiente.
Posteriormente foram submetidas a uma série de desidratagdes com alcool etilico e
emblocadas em parafina. As secgdes foram feitas em micrétomo, colocadas em
ldminas de microscopia e coradas com Hematoxilina e Eosina (CHAIM et al., 2006).
As imagens foram analisadas e obtidas em Microscépio binocular Olympus BX41

(Olympus, Téquio, Japao).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALERGENICA DA LIHYAL2

3.4.1 Visualizacdo de mastocitos em mesentério de ratos

Para avaliar se a LiHyal2 tem capacidade de degranular mastdcitos, foram
usados porcoes de mesentério de ratos para visualizagao dessas células. O animal
foi anestesiado com Cetamina (30 mg/Kg) e Xilazina (5 mg/Kg), e parte do seu
mesentério foi removida e estendida em uma placa de petri com parafina.

Os grupos para este ensaio incluem: a LiHyal2 (10 e 20 ug), a Serpina
(proteina recombinante do veneno de L. intermedia LSPILT), PBS como controle
negativo, e o alérgeno (proteina recombinante alergénica — LALLT) como controle
positivo. Cada solugao teste foi aplicada na superficie do mesentério em uma regiao
diferente do mesentério. Apos 30 minutos, o mesentério foi lavado com soro fisioldgico
e em seguida fixado com ALFAC (etanol 85%, formaldeido 10% e acido acético glacial
5%) overnight. Parte dos tecidos foi excisada, estendida em laminas e colocada para
secar. Vinte e quatro horas depois, essas laminas foram coradas com azul de toluidina
(0,1% de azul de toluidina em uma solugéo tampao — acido acético glacial 0,6% v/v e
acetato de sodio 0,82% p/v) por 5 minutos, lavadas rapidamente em etanol 95% e
deixadas para secar por 30 minutos. Apds montagem das laminas, as amostras foram

observadas em Microscopio binocular Olympus BX41 (Olympus, Toéquio, Japao).
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3.4.2 Cultivo celular

As células da linhagem RBL-2H3 (células basodfilas de ratos leucémicos)
(linhagem cedida pela professora Maria Célia Jamur - USP) foram cultivadas em meio
Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM,Gibco) contendo antibiético penicilina
e estreptomicina (10000U/mL e 10000 ug/mL) e suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (GIBCO, Invitrogen). A cultura foi mantida em uma incubadora com

atmosfera de 5% de CO:2 e temperatura de 37°C.

3.4.3 Ensaio de viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade por MTT foram plaqueadas 5x10* células da
linhagem RBL-2H3 em placas de 96 pogos em meio DMEM sem SFB. Apds 16 horas,
as células foram lavadas com tampao Tyrode’s (TGB) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI,
1mM MgClz2, 1.8 mM CaClz, 0.2 mM Naz2HPO4, 5.5 mM Glucose, 10 mM HEPES, e
0.1% BSA) e, entdo, tratadas com LiHyal2 (50 e 100 pg/mL), o composto 48/80
(controle positivo) (100 pg/ml) e PBS por 2 horas. Apos o tratamento o meio foi
aspirado e foram adicionados as células 100 uL de uma solugéo 0,5 mg/mL (50 ug)
de MTT (Sigma, St. Louis, USA) em meio DMEM. As células foram incubadas em
estufa com 5% de CO2 a 37°C durante 3 horas. O meio contendo MTT foi
cuidadosamente retirado e 100 pl de DMSO (Sigma Aldrich) foram adicionados em

cada pogo. A reacao foi medida em espectrofotdmetro em 550 nm (Meridian ELX 800).

3.4.4 Ensaio de influxo de calcio

Células RBL-2H3 foram soltas com tripsina (1x) /EDTA/PBS e lavadas com
PBS. Em seguida foram lavadas duas vezes com TGB. Para internalizacdo da sonda
fluorescente as células foram incubadas por 30 min com fluo-4AM (5 mM) em tampéao
contendo acido plurdnico (0,01%) a 37°C. As células foram entdo lavadas 2 vezes
com TGB e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente para desesterificacao.
Ap0s isso, foram lavadas novamente e ressuspendidas em TGB. 5 x10° células/ pogo
foram incubadas em placas pretas de 96 pogos com PBS (controle negativo), LiHyal2
(50 e 100 pg/mL), LiHyal2 (100 ug/mL) combinada ao Cromoglicato de Sodio (20 uM)
por 5, 15, 30 e 60 min. Como controle, estas células também foram incubadas
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somente com TGB. A fluorescéncia resultante foi quantificada em espectrofluorimetro
Tecan Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Sui¢ca) usando um comprimento de onda de

485 nm para a excitagao e 535 nm para a emissao.

3.5 CLONAGEM DO DOMINIO CATALITICO DA HIALURONIDASE DE L.
INTERMEDIA

3.5.1 Desenho dos primers, amplificagdo da sequéncia do dominio catalitico da

hialuronidase de L. intermedia e ligagao no vetor pGEM-T

O primer forward (5 TAGCATATGTTCGACGTGTTCTGG 3’) foi desenhado
para obtencao do fragmento codificante do dominio catalitico da hialuronidase de L.
intermedia sem a sequéncia codificante para o peptideo sinal de enderegamento para
o reticulo endoplasmatico, que corresponde a 19 aminoacidos. O primer reverse (5’
TATAGCTCGAGTGCGACGTTCTC 3’) foi desenhado para a obtencdo do fragmento
codificante do dominio catalitico sem o dominio EGF-like, que corresponde aos 54
residuos de aminoacidos finais da sequéncia codificante. Aos primers foram
adicionados sitios de restricao para as enzimas Ndel e Xhol.

A sequéncia codificante completa da hialuronidase do veneno de L. intermedia
clonada em pGEM-T (constru¢cdo da isoforma Dietrich’s hyaluronidase) foi usada
como molde para a PCR de amplificagdo (50 ng). Foi utilizada a enzima Taq
polimerase para testar a eficacia dos primers. Os reagentes para a PCR incluem: Taq
polimerase (1,25 U/pL), mistura de PCR (10X), primers forward e reverse (0,4 uM) e
a construgao da hialuronidase em pGEM-T. A mistura foi levada para o termociclador
(My Cycler — Thermal Cycler BioRad) que foi programado para realizar ciclos: 95°C/2
minutos (1x); 95°C/30 segundos, 62°C/30 segundos, 72°C/2 minutos (35x); 72°C/10
minutos (1x); 4°C/.

Em seguida, os produtos de PCR amplificados foram submetidos a uma
corrida eletroforética em de gel de agarose 1,5% com brometo de etidio (0,5 ug/ml).
O gel foi inserido em tampao TAE (Tris base 40 mM/ acetato 20 mM/ EDTA 1 mM) em
uma cuba horizontal a 5 V/cm. O gel foi analisado com o auxilio do aparelho de analise
de imagens Chemidoc — XRS e software Quantity One — SW (BioRad).

Por seguinte, foi feita uma reagao utilizando uma polimerase com menor taxa

de erro ao adicionar nucleotideos na amplificacdo, a enzima Pfu DNA polimerase.



47

Para esta reagao foram utilizados os seguintes reagentes: Pfu DNA polimerase (2,5
U/pL), tampéao para Pfu DNA polimerase com MgCl2 (1x), primers forward e reverse
(0,4 uM), dNTPmix (0,2 mM) e a construgao hialuronidase no pGEM-T como molde.
A reacgédo também foi analisada por meio de uma corrida eletroforética de um gel de
agarose 1,5% seguindo os mesmos processos descritos acima.

Foi feita a extragdo da banda com o DNA amplificado do gel com o auxilio de
kit de extragcado de DNA (Gel Band Purification kit, GE®), o DNA extraido foi diluido em
agua estéril e dosado. Em seguida, o DNA gel-extraido foi submetido a uma reagéo
de adenilagdo nas seguintes condigdes: Tampao Taq polimerase (10 X), MgCl2 (25
mM), dATP (0,2 mM), Taq DNA polimerase (5U/ yL) e H20 deionizada, em um volume
final de reacdo de 10 uL. Esta mistura foi incubada em termociclador a 70°C por 30
minutos.

Apos o processo de adenilagdo, o volume correspondente a 0,075 pmol do
inserto foi colocado em microtubo de PCR juntamente com 0,025 pmol do vetor pGEM-
T (vetor A-T) em uma proporc¢éo de 3:1 (inserto:vetor). Para a reagao de ligagdo foram
utilizados os seguintes reagentes: inserto adenilado (0,075 pmol), 50ng do vetor
pGEM-T (0,025 pmol), Tamp&o para a enzima ligase (1x), T4 DNA ligase (5U/uL) e

H20 estéril. Esta reacgéao foi incubada a 4 -16°C por 16 horas.

3.5.2 Transformagao em bactérias quimiocompetentes

Uma aliquota de 110uL da solucédo de bactéria DH5a quimiocompetente foi
descongelada e mantida em gelo. Quando descongelada foi adicionada a um tubo de
polipropileno com 3l da reagdo de ligagdo. Essa mistura permaneceu por 30 minutos
em gelo, em seguida foi transferida para um banho a 42°C por 90 segundos, e por
mais 90 segundos no gelo novamente. Foi adicionado 1 mL de meio SOC (triptona 20
g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L; KCI 2,5 mM; MgCl2 10 mM, MgSOa4 10

mM, glicose 0,2 M) a solucao que ficou por 1 hora sobre agitagao (225 rpom) a 37°C.
3.5.3 Plagueamento das bactérias transformadas
As bactérias recuperadas transformadas com construgbdes do vetor pGEM-T

foram divididas em duas porgbdes: uma de 100 ul plaqueadas em meio LB agar

(triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, cloreto de sddio 10 g/L, agar-agar 15 g/L)
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suplementado com ampicilina (100 pg/ml), previamente tratada com IPTG (100 mM)
e X-GAL (50mg/mL); e outra de 900 pl que foi submetida a centrifugagdo e
ressuspendida em 100 uyl de meio SOC para plagueamento nas mesmas condi¢des
descritas acima. As suspensodes bacterianas foram espalhadas com alga de Drigalski
de vidro estéril até completa secagem do liquido no meio solidificado na placa. As
placas foram levadas para incubagao a 37°C (em incubadora tipo BOD 411 D, Nova
Etical) por 16h.

3.5.4 PCR de colbnia

Apos observacgao das placas contendo colénias com bactérias possivelmente
transformadas, foram escolhidas colénias brancas e outras parcialmente azuis para
replagueamento (Master plate) e para confecgdo de PCR de colénia. Cada uma das
coldnias escolhida foi tocada com auxilio de palito de madeira estéril, parte do material
esfregado no fundo de um tubo de 0,2 mL e outra parte para furar uma “master plate”.
Nos tubos foram acrescentados os reagentes para a PCR que incluem: Mix taq (1x),
oligonucleotideo sense universal T7 (0,3 pM), oligonucleotideo universal antisense
SP6 (0,3 uM) e H20 estéril para uma reagédo com volume final de 10uL. A mistura foi
levada para o termociclador que foi programado para realizar ciclos: 95°C/ 5 minutos
(1x); 95°C/30 segundos, temperatura média das TMs dos primers diminuidos de 5°C
/30 segundos, 72°C/2 minutos (35x); 72°C/10 minutos (1x); 4°C/«~. O produto da PCR
de colénia foi analisado em gel de agarose 1,5%. O resultado foi visualizado e

registrado no aparelho de captura Chemidoc.

3.5.5 Minipreparacgao e processamento para sequenciamento

A partir da “master plate” os clones escolhidos foram picados com auxilio de
pinca e palitos de madeira estéreis para um pré-indculo em LB liquido com ampicilina
(100 pg/mL) e incubado por 16 horas a 37°C (em incubadora 430 RDB tipo shaker
Nova Etica) em um tubo. Cada cultura foi centrifugada a temperatura ambiente (4000x
g por 10 minutos). A partir do pellet dessas culturas, foi feita a extragado do plasmideo
com auxilio dos reagentes do kit de Miniprep da Promega (WizardPlus SV Minipreps
DNA Purification Systems ®).
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Para a PCR de sequenciamento foi utilizado o protocolo de sequenciamento
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), com um
volume total de reagcdo de 10 pL. Destes, 4 yL sdo do reagente Big Dye, 2 uL do
tampao de sequenciamento (5x), 0,8 uL de um dos primers universais sense T7 ou
antisense SP6 (5 uM), 300ng de molde e agua estéril. Essas reag¢des foram levadas
ao termociclador de placa a 95°C/ 2 minutos (1x); 96°C / 15 segundos, 50°C / 15
segundos, 60°C / 4 minutos (35 x); 4°C / infinito.

Para a precipitacdo das amostras para o sequenciamento, adicionou-se
acetato de sédio/ EDTA (1,5 M /0,25 M) (1/10 do volume inicial da reagao) em seguida
etanol absoluto gelado (3 vezes o volume da reagao), homogeneizou-se bem com
auxilio de um vértex e centrifugou-se rapidamente, em seguida, deixando em gelo por
30 minutos. Foi feita uma centrifugagdo a 4 °C por 20 minutos, 20.000x g. O
sobrenadante foi retirado e o sedimento lavado com etanol 70% gelado (750 pL),
passando o liquido pelo sedimento sem homogeneizar, centrifugou-se por 5 minutos
20.000x g a 4 °C. Em seguida, foi retirado novamente o sobrenadante e centrifugado
por 2 minutos. O excesso de alcool foi retirado delicadamente e deixado para secar
por 30 minutos em B.O.D, protegidos da luz. A amostra foi ressuspendida com 12 L
de formamida, homogeneizada e centrifugada rapidamente. Foi incubada por 5
minutos a 90°C, e em seguida foi incubada em gelo por 10 minutos. Apds esta etapa,
as amostras foram homogeneizadas em vortex e centrifugadas rapidamente.
Finalmente, foram inseridas em uma placa para o sequenciamento no sequenciador
por eletroforese capilar 3500 xL Genetic Analysers (Applied Biosystems® 3500).

Os resultados foram analisados nos softwares FinchTV version 1.4 e BioEdit
version 7.2.5. Sequencing alignment editor. A sequéncia mais representativa foi
traduzida utilizando a plataforma Expasy: Swiss Bioinformatics Resource Portal
<https://www.expasy.org/>. A analise e os alinhamentos das sequéncias nucleotidicas
e aminoacidicas do dominio catalitico, LiHyal2 e Dietrich’s hyaluronidase foram feitos

na plataforma ClustalW <https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/>.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica do ensaio de edema em pata de camundongo foi

utilizada ANOVA de duas vias com pés teste de Tukey para comparagao das médias

usando o software GraphPad Prism 8. Para os ensaios de MTT e influxo de calcio foi
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utilizado o teste ANOVA de uma via com pos teste de Tukey para comparagdes das
médias usando o programa GraphPad Prism 8. A significancia foi definida * p < 0,05;
**p <0,01, **p < 0,001 ou **** p<0,0001.

4 RESULTADOS

4.1 OTIMIZACAO DA EXPRESSAO E DA PURIFICACAO DE LIHYAL2

Com objetivo de aumentar o rendimento da proteina recombinante LiHyal2,
algumas etapas da expressdo em suspensao em ceélulas Sf9, com auxilio de sistema
de expressao baculovirus/células de inseto foram alteradas em relacdo a
padronizacao estabelecida por De Bona (2021). Nesse trabalho anterior, a infecgao
era feita uma unica vez em 0 h com 5% (v/v) da suspensao de virus. No presente
trabalho, o fracionamento dos 5% da titulacdo viral em dois dias diferentes da
expressao foi a estratégia adotada para a otimizagdo. Foram testados 4 protocolos
diferentes que variam o tempo de expressao e os momentos de adigdo do baculovirus.
Na tabela da FIGURA 8-C ¢é possivel observar a descrigao dos protocolos executados
e os rendimentos de proteina purificada obtidos em cada um deles. O protocolo de

maior rendimento proteico foi o segundo.
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FIGURA 8 — ALTERAGCOES MORFOLOGICAS EM CELULAS SF9, PERFIL ELETROFORETICO DA
LIHYAL2 PURIFICADA E TABELA DE RENDIMENTO PROTEICO.

- Tempo de Adigdo da Vialiblidade
Protocolo expressao titulagdo viral Rendimentos celular no final
(dias) (horas) da expressdo
1 6 Oh e 96h a.i. 6 mg/L 41%
50
2 6 Ohe72ha.l. 12mg/L 58%
3 7 Ohe48ha.. 8 mg/L 39%
37
- 4 7 Oh e 72ha.i. emg/L 70%

FONTE: A autora

LEGENDA: Em A, as caracteristicas morfolégicas das células Sf9 nao infectadas (a) incluem: células
bem redondas, aderidas, pouco granuladas e quase translucidas. Células Sf9 no 4° dia apods infectadas
com baculovirus (b), apresentando rugosidade, granulos e coloragao acentuada. No 7° dia (c), o
aumento do tamanho celular e expansao do nucleo sdo bem visiveis. As imagens a, b e ¢ estdo no
aumento de 20x. Em B, SDS-PAGE 12,5% com 5 pg da LiHyal2 obtida. A banda correspondente a
proteina recombinante aparece na altura de cerca de 44 kDa. Em C mostra-se a tabela com a descri¢ao
resumida dos protocolos de expresséao testados e seus respectivos rendimentos em mg por litro de
cultura. A sigla “a.i.” significa “apés infecgao”.

O segundo protocolo é caracterizado pela adicao da titulacdo viralem O h e
em 72h. A cultura celular de Sf9 com densidade de 3 x 108 células/mL (viabilidade
celular de 95%) foi infectada com 2,5% (v/v). Apds 72 h (viabilidade celular de 88%),
ou seja, no terceiro dia apds o inicio da primeira infecgao foi adicionado mais 2,5% da
titulagao viral e mais 1% do volume total em expressédo de meio S900II e antibidticos
(a partir disso foi adicionado meio de cultura fresco durante as expressdes dos
protocolos 3 e 4 também). Apos 144 h a expressao foi finalizada com 58% de
viabilidade celular. Na tabela mostrada na FIGURA 8-C é possivel observar que a
viabilidade celular verificada no final da expressao foi menor nos protocolos 1 e 3,

ap0s144h/168h a viabilidade era entre 30 e 41%. Por meio do protocolo 4 foi
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alcancada a maior viabilidade celular, com cerca de 70% de células viaveis no meio
de expressao.

Ap0s os procedimentos de purificagao, foi realizada a dosagem das proteinas
que revelou o rendimento de 6 mg de LiHyal2/L de cultura no protocolo 1 e 4, 8 mg/L
de cultura no protocolo 3 e 12 mg/L no protocolo 2.

As proteinas foram analisadas quanto ao grau de pureza e perfil eletroforético
por meio da corrida em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) de forma redutora.
Foi detectada uma banda entre 50 kDa e 37 kDa, com mobilidade eletroforética
aparente de cerca de 44 kDa (FIGURA 8 - B).

4.2 IMUNODETECCAO DA LIHYAL2

Para deteccao da proteina nas amostras purificadas, elas foram submetidas
a imunodetecg¢ao por meio da técnica western blotting. A proteina foi detectada por
anticorpos que reconhecem uma sequéncia de 6 residuos de histidina e por anticorpos
policlonais produzidos contra proteinas presentes no veneno loxoscélico. Os
anticorpos policlonais produzidos contra LiHyal2 reconheceram epitopos da
hialuronidase nativa nos venenos L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (FIGURA 9).
Observa-se também, que as hialuronidases de diferentes venenos loxoscélicos

apresentam uma sutil variagao na mobilidade eletroforética.
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FIGURA 9 — IMUNODETECGAOQ DA LIHYAL2
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anti-veneno
loxoscélico

FONTE: A autora

LEGENDA: O Western blotting foi feito através da corrida eletroforética SDS-PAGE 12,5 % em
condicdes redutoras, com a posterior transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apods isto, cada
lane foi tratado com anticorpos para o reconhecimento da LiHyal2 ou das hialuronidases nativas de
venenos loxoscélicos. No ensaio mostrado na imagem da esquerda, LiHyal2 e o controle LiRecDT1 (10
pg) foram reconhecidas por anticorpos anti- 6x-his-tag (1:2000), e por anticorpos policlonais produzidos
em coelhos que reconhecem toxinas do veneno de L. intermedia (1:1000). Seus respectivos
tratamentos com soros pré-imunes de coelhos (1:1000) mostrou auséncia de reagéo. Epitopos das
hialuronidases nativas foram detectados nos venenos de L. intermedia (10 pg), L. gaucho (10 ug) e L.
laeta (10 ug) pelo soro anti-LiHyal2 produzido em camundongos (1:3000). As setas indicam as alturas
esperadas para LiHyal2 (44 kDa), LiRecDT1 (34 kDa) e hialuronidase nativa dos venenos (41-44 kDa)

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DA LIHYAL2

Para avaliar o perfil de degradacdo de acido hialurénico pela LiHyal2, a
proteina recombinante foi submetida ao ensaio de degradacdo em gel de
poliacrilamida copolimerizado com &acido hialurénico. A atividade da proteina foi
confirmada pela revelagao de uma banda clara no gel, contrastado em azul, na altura
esperada (~44 kDa) (FIGURA 10 — A). LiHyal2 também foi submetida a turbidimetria,
um ensaio quantitativo para degradagdo com acido hialurénico. Massas de 10 a 0,625

Mg de LiHyal2 foram incubadas com 10ug de acido hialurénico. Com apenas 0,625 ug
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LiHyal2 degradou mais do que 50% do AH (FIGURA 10 — B). Como controle positivo

foi utilizado o veneno total de L. intermedia.

FIGURA 10 - ZIMOGRAMA E TURBIDIMETRIA DA ATIVIDADE HIALURONIDASICA DA LiHyal2.

A Veneno de B M Lihyal2
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FONTE: A autora

LEGENDA: A- Perfil da atividade da LiHyal2 (10 ug) e do veneno do L. intermedia (10 ug) por meio
de gel de poliacrilamida 12,5% copolimerizado com AH. As bandas brancas indicam a regido onde
nao ha AH, pois foi clivado na altura da LiHyal2 ou da hialuronidase do veneno de L. infermedia. B-
Grafico apresenta o ensaio de turbidimetria em placa de 96 pocgos. No eixo Y mostra-se a
porcentagem de degradagédo do AH (10 pg) e no eixo X a quantidade em massa da LiHyal2 e o do
veneno total de L. intermedia (10 — 0,625pug) utilizada para degradar o AH. A seta indica altura
aproximada para LiHyal2 e para o veneno (~44 kDa).

Ensaios in vivo também foram realizados para avaliar determinados efeitos
bioldgicos da LiHyal2. O ensaio de permeabilidade vascular em camundongos foi
realizado com a LiHyal2 de duas formas diferentes: aplicada diretamente no
camundongo (20 ug) e comparada a LiRecDT1 (2,5 pg), LSPILT (20 ug) e PBS; e
aplicada em animais previamente tratados com cromoglicato dissodico (inibidor de
degranulacdo de mastdcitos) e com PBS. Os animais previamente tratados com
cromoglicato foram utilizados para avaliar uma possivel inibicdo do aumento da
permeabilidade vascular pela LiHyal2, caso ela fosse desencadeada por mastdcitos.
Se ela causasse aumento da permeabilidade vascular por mastécitos isso seria
detectado em animais previamente tratados com PBS (utilizado como controle para o

cromoglicato). No entanto, LiHyal2 ndo foi capaz de aumentar a permeabilidade
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vascular nos animais tratados previamente com PBS (quinta imagem da FIGURA 11).
O outro grupo de animais que recebeu os tratamentos das proteinas recombinantes
LiHyal2, LiRecDT1, LSPILT e o controle negativo PBS sé&o visualizados nas quatro
primeiras imagens da FIGURA 11. Na quarta imagem (LiHyal2 20ug) é possivel
observar que LiHyal2 ndo causou o extravasamento de proteinas plasmaticas em
camundongos quando comparada a LiRecDT1, observada na segunda imagem
(FIGURA 11). A serpina LSPILT (observada na terceira imagem) utilizada como
controle de expressado, uma vez que tinha sido expressa por células Sf9 assim como

a LiHyal2, mostrou aumento residual de permeabilidade das proteinas do plasma.

FIGURA 11 - ENSAIO DE PERMEABILIDADE VASCULAR.

Lihyal2(20ug)  Lihyal2 (20 pg)

Lihyal2 (20 pg) PBS Cromoglicato

&

PBS LiRecDT1(2,50g)  LSPILT(20 g)

FONTE: A autora

LEGENDA: LiHyal2 sozinha n&o causou aumento da permeabilidade vascular em camundongos quando
comparada a LiRecDT1, LSPILT e PBS. Em animais tratados com cromoglicato e com PBS n&o foi
detectado aumento da permeabilidade vascular. As imagens sao representativas de um ensaio feito com 5
animais por grupo de tratamento. A barra lateral indica 0,5 cm na imagem.

Para verificar se LiHyal2 era capaz de induzir edema foi realizado o ensaio de
edema em pata de camundongo. Apds a injecao intraplantar de LiHyal2 (10 ug e 20
Mg), LiRecDT1 (20 pg) — proteina reconhecidamente edematogénica, e PBS, as
espessuras das patas foram medidas entre 1 minuto a 1440 minutos (24 h). Por meio
deste ensaio foi possivel observar uma resposta ampla dos efeitos biolégicos de
LiHyal2. A hialuronidase recombinante desencadeou uma resposta residual,
causando edema dose-dependente nas patas dos camundongos (FIGURA 12). Em
animais tratados com 20 pg de LiHyal2, foi observado edema nos primeiros 20
minutos, apos 30 minutos foi verificada redug¢ao do inchago. No entanto, ocorreu uma

outra resposta tardia dos camundongos a LiHyal2 apos 240 minutos, e o edema né&o
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reduziu totalmente em até 24 h, diferentemente do perfil de redu¢do observado no
tratamento com LiRecDT1. As patas dos animais tratados com 10 pg de LiHyal2 n&o
apresentaram edema. Apos 2 horas, nas patas dos animais tratados com 10 ug de
LiHyal2 um edema significativo foi observado, e esse edema n&o diminuiu totalmente
em até 24 horas.

FIGURA 12 — EDEMA EM PATA DE CAMUNDONGO
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FONTE: A autora

LEGENDA: O grafico do ensaio edema de pata de camundongo mostra no eixo Y a variagdo da
espessura da pata dos animais medida em pM e no eixo X os tempos em que foram feitas as
medidas. LiHyal2 20ug mostrou um pico nos primeiros 20 minutos e depois reduziu até 2 h. Apds 2h
ocorreu outro pico, que nao reduziu totalmente até 24 horas. Enquanto LiHyal2 10 ug causou edema
residual em 1 minuto e diminui até 1 hora. Depois ocorreu um aumento do edema que nao diminuiu
totalmente até 24 horas. Cada ponto representa a média + S.E.M de cinco animais de um
experimento representativo (*p = 0.01 a 0.05; **p = 0.001 a 0.01; ***p = 0,0001 a 0.001; ****p <
0,0001, comparados ao PBS).

Lihyal2 também foi aplicada subcutaneamente na pele de coelho para analisar
alteracbes que a proteina recombinante poderia causar no tecido. Apds 4 horas de
tratamento, os animais foram eutanasiados, as peles foram retiradas e fixadas em
ALFAC e, apos o processamento e coloragdo, os cortes histologicos foram
fotografados em microscépio Olympus BX41. Nas analises foi observada uma
inflamacao leve detectada pela presencga de alguns neutréfilos na area da pele onde
a LiHyal2 foi aplicada. Além disso, foi possivel verificar a desorganizagao das fibras

de colageno do tecido, diferentemente do tecido tratado com PBS, onde a derme esta
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compacta. A proteina alergénica LALLT causou edema caracterizado pelo
espagamento e desorganizagao das fibras de colageno no tecido (FIGURA 13).

FIGURA 13 - ANALISE HISTOLOGICA DA PELE DE COELHO.

FONTE: A autora

LEGENDA: Alteragbes morfoldgicas na pele de coelho expostas a LiHyal2 (10ug e 20ug) apos 4 h de
tratamento. LiHyal2 causou desorganizacao das fibras de colageno (seta preta), e uma inflamagao
leve marcada pela presenca de neutrdfilos (seta azul). LALLT (20ug) foi utilizada como controle
positivo e PBS como controle negativo. Escala de cada imagem esta representada no canto inferior
direito.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALERGENICA DA LIHYAL2

Com o objetivo de avaliar a capacidade da LiHyal2 em degranular mastdcitos,
regides do mesentério de ratos foram tratadas com diferentes quantidades de LiHyal2,
10 e 20 pg. LiHyal2 ndo foi capaz de induzir a degranulagdo de mastdcitos, que
apresentaram uma coloragao mais escura e morfologia consistente. Por outro lado, foi
possivel observar que a LALLT (proteina alergénica recombinantes de L. intermedia)
causou a degranulacdo mastocitos, apresentando coloragdo mais clara. Os
mastoécitos de mesentério tratados com PBS e LSPILT (serpina recombinante utilizada
como controle de expressao) ndo degranularam e permaneceram consistentes e mais
escuros. Desta forma, o perfil do tecido tratado com LiHyal2 apresentou mais
similaridade com os tratados com PBS e LSPILT (FIGURA 14).

FIGURA 14 — ENSAIO DE DEGRANULAGAO DE MASTOCITOS EM MESENTERIO DE RATOS.
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FONTE: A autora

LEGENDA: Ensaio de degranulagcdo de mastocitos em mesentério de rato com LiHyal2 (10 ug e 20 pg), PBS
(50 pL), LSPILT (10 pg e 20 ug), e LALLT (10 ug e 20 ug) que foram aplicados sobre o mesentério. As imagens

mostram que a LiHyal2 ndo apresentou efeito sobre os mastécitos, tanto com 10 pg quanto com 20 ug de

massa proteica. E possivel observar os mastdcitos bem arredondados ou fusiformes tratados com PBS, LSPILT
e LiHyal2 enquanto mastdcitos tratados com LALLT estdo degranulados. Todas as imagens foram obtidas no
microscépio Olympus BX41. Imagens na linha 1 (10ug) e 2 (20ug) estdo no aumento de 40X, com a escala de
100 ym. Na linha 3 séo as respectivas ampliagées dos quadrados indicados nas imagens da linha 2 e estao

com a escala de 50 pym.
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Outro ensaio que complementa a degranulacdo de mastécitos é o influxo de
calcio. Para isso, primeiramente LiHyal2 foi incubada por 2 horas com as células RBL-
2H3 para verificar se LiHyal2 alterava a viabilidade celular da linhagem. A proteina
nao alterou a viabilidade da RBL-2H3 e sua adesao (FIGURA 15 - A).

Para o ensaio de influxo de calcio, LiHyal2 foi incubada com RBL-2H3 por 60
minutos, monitorando o aumento da concentragcdo de calcio através de uma sonda
fluorescente sensivel ao calcio (Fluo-4). LiHyal2 mostrou influéncia basal sobre as
células, semelhante ao controle PBS (FIGURA 15-B). O inibidor de degranulagao
cromoglicato dissddico foi incubado juntamente com as células e a proteina
recombinante, no entanto, ndo ocorreu reducao na leitura da fluorescéncia para esse
tratamento. Nao teve diferenca significativa entre LiHyal2 e os controles, PBS e

LiHyal2 combinada ao cromoglicato.
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FIGURA 15 — EFEITOS DA LIHYAL2 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E O INFLUXO DE

CALCIO.
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FONTE: O autor.
LEGENDA: A- A viabilidade celular foi verificada através do ensaio de MTT. No grafico A € mostrado
no eixo Y a quantificagéo das células viaveis e o eixo X mostra os tratamentos utilizados sobre estas
células. A LiHyal2 (50 e 100ug/ml), composto 48/80 (controle positivo) (100 ug/mL) e PBS (controle
negativo) foram incubados com RBL-2H3. Depois de 2 h foi verificado que a proteina nao altera a
viabilidade celular. Os valores representam a média + S.D. de dois experimentos independentes
feito em quintuplicata (*p = 0.01 a 0.05; **p = 0.001 a 0.01; ***p = 0,0001 a 0.001; ****p < 0,0001
comparados com controle positivo). B - LiHyal2 (50 e 100ug/ml), PBS e LiHyal2 (100ug/ml) + o
cromoglicato dissédico (CROMO) (20 uM) foram incubados por 60 minutos com RBL-2H3
internalizadas com fluo-4. A leitura da fluorescéncia foi feita em: 5, 15, 30 e 60 minutos. Os valores
representam a média = S.D de um experimento representativo. A diferenca entre os tratamentos foi
n&o significativa.
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4.5 CLONAGEM DO DOMINIO CATALITICO DA HIALURONIDASE DE L.
INTERMEDIA

Os primers desenhados para realizar a clonagem da sequéncia da
hialuronidase foram eficazes em obter a sequéncia do dominio catalitico. Apds a
obtencado do inserto, foi realizada a ligagdo do mesmo com o vetor pGEM-T e a
transferéncia desta construgcado para DH5-a. Coldnias potencialmente positivas foram
confirmadas através do PCR de col6nia realizado com primers do vetor pGEM-T. Os
produtos da PCR de col6nias foram aplicados em gel de agarose, onde foi possivel
detectar cinco bandas na altura aproximada de 1000 pb (FIGURA 15 - A). Foi realizada
uma PCR com uma das minipreps de um dos clones para confirmar altura dos
produtos de amplificagéo utilizando primers especificos e primers do vetor (T7 e SP6)
(FIGURA 16 - B).

FIGURA 16 — PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DA AMPLIFICAGAO DE PCR.

pb pb

1000

1000 500

FONTE: A autora.

LEGENDA: Perfil eletroforético dos produtos da amplificagdo da PCR. A - Gel de agarose 1,5% com
os clones considerados positivos marcados com uma forma azul, que foram amplificados na PCR
das colbnias que receberam a construgdo pGEM-T + inserto, com uma altura ~1000 pb. B- no
primeiro lane mostra-se o marcador molecular, em seguida a sequéncia amplificada com os primers
especificos e no terceiro lane encontra-se a sequéncia amplificada com os primers do vetor.

Apods a confirmacgao, foram escolhidos 2 clones (bandas 3 e 5 do gel de
agarose mostrado na FIGURA 16 - A) para o sequenciamento utilizando os primers

do vetor. O inserto no pGEM-T do clone 3 correspondeu a sequéncia codificante para
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o dominio catalitico da hialuronidase do veneno de L. intermedia. A sequéncia de
nucleotideos que codifica para o dominio catalitico da hialuronidase apresentou 969
nucleotideos, mais 20 nucleotideos que correspondem aos sitios de restricao para as
enzimas Ndel (5 CATATG 3’) e Xhol (3° GAGCTC %’), e nucleotideos adicionais para
a estabilizagao do primer (FIGURA 17).

A sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico da hialuronidase
apresentou 323 residuos, sem a regido do peptideo sinal de enderegamento para o
reticulo endoplasmatico e sem o dominio EGF-like. As regides da proteina que
codificam para o peptideo sinal mais a regido do dominio EGF-like correspondem a
73 aminoacidos. A sequéncia manteve todos os residuos cataliticos e os sitios de N-
glicosilagao preditos (FIGURA 18).

A sequéncia aminoacidica do dominio catalitico apresentou uma unica
mutacao referente a sequéncia da Dietrich’s hyaluronidase. Ocorreu a troca de um
aminoacido de Leucina (107 Leu) por um de Prolina (88 Pro), ambos sdo aminoacidos
apolares, porém esta mesma mutagdo também ocorreu na LiHyal2, a troca de 107

Leu por 107 Pro.
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FIGURA 17 — SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS E DE AMINOACIDOS DO DOMINIO
CATALITICO DA HIALURONIDASE DE L. INTERMEDIA.

| TAGCATATGTTCGACGTGTT

1 TTCGACGTGTTCTGGAACGTGCCGTCTCAACAGTGCAAGAAGTAT
F D V F W N V P S Q QO C K K Y

46 GGTATGAAGTTCGTCCCGCTGCTCGAGCAGTATTCCATTTTGGTT
G M K F oV P L L E Q Y S I L Vv

91 AACAAAGAGGATAATTTCAAGGGAGACAAAATCACGATATTTTAC
N K E D N F K G D K I T I F Y

136 GAATCTCAGCTTGGACTGTATCCGCATATTGGCGCCAATGACGAA
B s o L G L Y P H I G A N D E

181 TCATTCAACGGTGGCATCCCTCAGCTCGGAGATCTGAAGGCTCAC
S F N G G I P O L G D L K A H

226 TTGGAGAAATCAGCGGTGGATATTCGGAGGGACATTCCTGACAAG
L E K S A V D I R R D I P D K

271 AGCGCCACGGGCTTACGCATCATCGACTGGGAAGCATGGAGACCT
s A T G L R I I D W E A W R P

316 ATTTGGGAATTCAACTGGAGTTCTTTGCGCAAATACCAGGATAAG
I w E F N W S S L R K Y O D K

361 ATGAAGAAAGTGGTTCGCCAGTTCAATCCGACAGCACATGAAAGC
M K K VvV VvV R @ F N P T A H E S

406 ACAGTCGCGAAATTGGCACATAATGAATGGGAAAACAGCTCCAAA
T v A K L A H N E W E N =S S K

451 TCGTGGATGTTGTCTACCCTGCAACTGGGCAAGCAGCTGCGACCA
S W M L S T L 0 L G K O L R P

496 AATAGTGTCTGGTGTTATTATCTCTTCCCCGATTGCTACAACTAT
N S v w C Y Y L F P D C Y N Y

541 GATGGAAATTCTGTTCAAGAATTTCAATGTTCCGAAGCTATCAGG
D G N S Vv Qo E F Q C S E A I R

586 AAAGGAAACGACAGGTTGAAGTGGCTTTGGGAAGAGAGCACAGCT
K G N D R L K W L W E E S T A

631 GTCTGCCCATCCATTTACATCAAAGAAGGGCAATTGACCAACTAC
v C P S I Yy I K B G O L T N Y

676 ACGTTACAGAAGAGAATTTGGTTCACCAACGGCCGTTTGCAAGAA
T L Q K R I W F T N G R L Q E

721 GCTTTGCGGGTCGCTCAACCGAAAGCTCGTATATATCCTTACATC
A L R VvV A Q P K A R I Y P Y I

766 AACTACAGCATCAAGCCTGGCATGATGGTTCCTGAGGTGGAATTC
N Y S I K p G M M VvV P E V E F

811 TGGCGATTAATCGCCCAAATTGCATCTCTTGGCATGGATGGTGCT
W R L I A Q I A S L G M D G A

856 GTTATATGGGGATCGTCCGCATCAGTTGGGTCCAAAAACCATTGT
v I W G S s A S VvV G s K N H C

901 GCACAGCTTATGAAGTACATAGCAGACGTCCTTGGGCCAGCTACT
A Q L M K Y I A D V L G P A T

946 CTCAGAATAAAAGAGAACGTCGCA
L R I K4 E N Vv A

GAGAACGTCGCACTCGAGCTATA

FONTE: A autora.

LEGENDA: Sequéncia de nucleotideos do dominio catalitico da hialuronidase de L. intermedia e sua
respectiva sequéncia de aminoacidos. A sequéncia codificante possui 969 nucleotideos e 20
adicionais referentes aos sitios de reconhecimento das enzimas de restricao Ndel e Xhol e
estabilizacao do primer. As setas representam os primers desenhados para obter a sequéncia
codificante. Os nucleotideos em negrito dentro das setas indicam o final da sequéncia ainda
correspondente a hialuronidase de origem. A sequéncia aminoacidica predita foi obtida com o auxilio
da ferramenta ORF Finder.



FIGURA 18 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS AMINOACIDICAS.
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FONTE: A autora.

LEGENDA: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da LiHyal2, Dietrich’s hyaluronidase e do dominio
catalitico da hialuronidase de L. intermedia. Os residuos sublinhados indicam o peptideo sinal de
enderecamento para o reticulo endoplasmatico. Os residuos acido aspartico (D) e acido glutdmico (E) sdo
residuos cataliticos preditos e estdo marcados em cinza, enquanto as substituicbes nao conservativas de
residuos entre as sequéncias estdo marcadas em preto. As cisteinas que formam as 6 pontes dissulfeto da
proteina madura estao indicadas pelas setas cinzas. Os sitios de N-glicosilagao estao destacados em
negrito. Residuos com estrelas abaixo sao residuos aromaticos tipicos de proteinas que se ligam a
carboidratos. Regido do dominio EGF-like esta demarcada pelo quadro pontilhado. Alinhamento feito com

a ferramenta ClustalW.
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5 DISCUSSAO

O intuito de otimizar a expressao da hialuronidase loxoscélica neste trabalho
esta atrelado & aplicacéo dela & produtos biotecnolégicos. E muito importante para a
industria, principalmente a farmacéutica, a produgao de proteinas recombinantes em
larga escala com alto rendimento e é claro, soluveis (BROWN, 2003). As
hialuronidases recombinantes possuem diversas aplicagdes na area farmacéutica.
Estas enzimas sao utilizadas para clivagem de preenchimentos com &acido
hialurénico(BUHREN et al., 2018; JUHASZ; LEVIN; MARMUR, 2017; ORS, 2020),
como coadjuvante para formulagbes de medicamentos para entrega rapida e
absorcao eficiente por meio de aplicagbes subcutdneas (KNOWLES et al., 2021;
LOCKE; MANEVAL; LABARRE, 2019), e tratamento de injuria tecidual, como edema
e hematomas (HAN et al., 2018; KOC; ER, 2018; WASHINGTON et al., 2020). As
hialuronidases loxosceélicas tem grande potencial para tais aplicagcbes uma vez que
mostrou atividade sobre o acido hialurénico e aumentou o efeito de outra toxina no
tecido (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al., 2013). Além disso, hialuronidases
loxoscélicas sdo da mesma classe de enzimas que as hialuronidases de mamiferos,
abrindo uma variedade aplicagbes para estas enzimas (DA SILVEIRA et al., 2007).

Ao longo dos anos, fontes para obtengdo de hialuronidases foram sendo
investigadas para aplicagbes na pesquisa e industria, sendo produzidas a partir de
tecidos e secreg¢des viscosas bovinas e ovinas (BORDERS; RAFTERY, 1968;
HARRISON, 1988; HOUCK; CHANG, 1979), de cultura de bactérias patogénicas
(Streptococcus e Staphylococcus)(AHMED, 2014; OETTL et al., 2003), assim como,
de forma recombinante (FROST et al., 1997). Porém, proteinas obtidas de purificados
de tecido geralmente sdo impuras e imunogénicas, contendo varias substancias
contaminantes como proteases, imunoglobulinas e fatores vasoativos (BORDERS;
RAFTERY, 1968; HOUCK; CHANG, 1979). Atualmente, proteinas recombinantes
comerciais, como a Amphadase e a Hylenex (rHUPH20) ou s&o produzidas através da
purificacdo do extrato de tecidos (AMPHASTAR PHARMACEUTICALS INC., 2005)
podendo ter contaminantes, ou sao obtidas através de sistemas de expressao de
células de mamiferos (FROST, 2007a; LOCKE; MANEVAL; LABARRE, 2019) sendo
mais caras do que sistemas de expressdo de células Sf9. Neste sentido, as

hialuronidases de Loxosceles sao proteinas que apresentam vantagens no custo e
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forma de producdo em relagdo as atuais hialuronidases disponiveis tanto na pesquisa
quanto na industria (CHAVES-MOREIRA et al., 2019; GREMSKI et al., 2021).

As hialuronidases recombinantes do veneno de Loxosceles ja foram obtidas
em modelos de expressao procarioto e eucarioto. Uma delas chamada Dietrich’s
Hyaluronidase foi obtida em E. coli, a outra hialuronidase, a LiHyal2, foi obtida em
células Sf9 infectadas por baculovirus. No entanto, ambas mostraram desvantagens
quanto a expressao. A Dietrich’s hyaluronidase foi obtida de forma insoluvel, um
problema recorrente em proteinas heterélogas produzidas em bactérias, enquanto a
LiHyal2 apesar de ativa e glicosilada, teve um baixo rendimento, pouco menos do que
1 mg/L. Desta forma, ambas ainda precisam de otimizagao na expresséo em bactéria
e em células de inseto (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al., 2013).

A vista disso, a otimizac&o da LiHyal2 iniciou-se a partir de algumas tentativas
de expressar a proteina pelo método padronizado por De Bona et al. (2021). Neste
processo foi observado que ao infectar uma unica vez com 5% (v/v) da titulagao viral,
as ceélulas mostravam muitas alteragdes citopatologicas no final da expressao, como:
células granulosas e rugosas, com membranas rompidas e muitos debris (SLACK;
ARIF, 2006). Isto pode ser uma desvantagem, porque em estagios avancados da
infeccao por baculovirus ocorre a lise celular (VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015).
Desta forma, sao liberadas diversas proteases promovendo a clivagem de proteinas
que estdo no meio, incluindo a proteina recombinante alvo, como consequéncia
diminuindo o seu rendimento(IRONS et al., 2018). Se torna importante regular a
adicao dos virus na cultura celular, pois a infecgdo em grandes quantidades e por
muitos dias pode levar a perda da eficiéncia de tais sistemas de expresséo (HO et al.,
2004).

Por este motivo, foi testado um outro método de infeccdo com baculovirus
em células Sf9, descrito por Schemczssen-Graeff et al, (2021). Este método se baseia
em adicionar fragdes da suspensao de virus durante o periodo de expressao. Entdo a
partir disso, foi executado o fracionamento da adicao de suspensdo de virus ja
estabelecida (5%) no primeiro e no quarto dia de expressdo. Com essa estratégia foi
possivel alcancar maior viabilidade celular e permitir que a infeccdo ocorresse de
forma lenta e continua. Com isso, obteve-se um rendimento 6 vezes maior do que o
obtido por De Bona et al., 2021.

Para fins de melhorar ainda mais o rendimento, foi testado um segundo

meétodo. Neste, foram feitas minimas mudancas, mas que foram essenciais para
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duplicar a quantidade em massa proteica (12 mg/L): a suspensao de virus foi
adicionada no primeiro e no terceiro dia de expressao. Além disso, nesse protocolo,
foi adicionado 1% de meio fresco em 72 h de expresséao, pois foi observado que no
terceiro dia ainda havia células sem caracteristicas citopatoldgicas. Isto sugere que
algumas células ainda estavam se dividindo, ou que n&o estavam infectadas, ou
ainda, estavam no inicio da infeccdo. Desta forma, com adicdo de mais meio, a
hipotese é de que isso manteria estas células viaveis e produzindo a LiHyal2. Sob
estas condigbes foi possivel detectar maior viabilidade celular (58%) no fim da
expressao.

No entanto, a porcentagem alta de células viaveis nem sempre indica mais
rendimento proteico. No protocolo 4, a viabilidade celular da expresséo era 70%, no
entanto, o rendimento foi 6 mg/L. Sugere-se que a infecgao viral n&o ocorreu de forma
efetiva em toda a cultura, somente em algumas células. Isto pode estar relacionando
a producao da suspensao de virus. Antes de infectar a cultura celular desenvolvida
em suspensdo com a titulagdo viral, o numero de baculovirus é amplificado em
garrafas. Quanto mais fresca e recente ela estiver mais potente sera a infecgéo, pois
supde-se que o virus esta na sua forma ativa (GOTOH et al., 2002).

Apos a purificagdo da proteina, LiHyal2 foi detectada por anticorpos que
reconhecem proteinas do veneno, isto confirma o quanto esta proteina € semelhante
a hialuronidase nativa, e a importancia da sua conservagao nos venenos loxosceélicos
(BUCH et al.,, 2015). Aléem disso, a proteina foi reconhecida por anticorpos
monoclonais anti-6xHis-tag, o que determina que a proteina purificada € uma proteina
recombinante. Anticorpos policlonais produzidos em camundongos contra LiHyal2
também reconheceram epitopos da proteina nativa nos venenos de L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta. Isso refor¢ga a semelhanca entre a proteina recombinante e a nativa,
pois foram utilizados somente 10 microgramas dos venenos, e dentro do veneno a
hialuronidase representa apenas 0,1% das sequéncias que codificam para toxinas
(GREMSKI et al., 2010).

As hialuronidases recombinantes de Loxosceles, LiHyal2 e Dietrich’s
hyaluronidase, ja mostraram atividade sobre acido hialurénico, detectando seu grande
potencial de degradagao (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al., 2013). Ensaios como
o zimograma e a turbidimetria mostram de forma qualitativa e quantitativa esse
potencial. Apesar da atividade, foi observado que o veneno de L. intermedia apresenta

atividade igual ou maior do que a proteina recombinante. Isso pode parecer
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contraditério uma vez que ha mais massa da proteina recombinante purificada em 10
microgramas do que hialuronidase nativa em 10 microgramas do veneno. Uma das
hipéteses é a de que a proteina recombinante pode ter a sua atividade enzimatica
diminuida apds etapas de congelamento ou apés um periodo decorrido a partir da sua
purificacdo. Além disso, essa observagao pode estar relacionada com a sinergia entre
as moléculas dentro do veneno, que pode ser importante para a atividade enzimatica
da hialuronidase. Essa hipotese se baseia no relato de diferentes trabalhos que
mostram que a formacdo de complexos entre as proteinas de venenos contribui
significativamente para potencializar a atividade dos componentes individuais do
complexo (GROTEN; FERON; SUHNEL, 2001; XIONG; HUANG, 2018). Shen e Cho,
por exemplo, demonstraram a existéncia de um potente sinergismo entre duas
fosfolipases Az presentes no veneno de Agkistrodon piscivorus piscivorus. Neste caso,
uma fosfolipase ativa (Asp-49 PLA2) agiu sinergicamente com outra fosfolipase A (Lys-
49 PLA2) inativa permeabilizando membranas de lipidios anidénicos (SHEN; CHO,
1995).

Outra possivel hipotese é de que ha outras isoformas de hialuronidases
presentes no veneno de L. intermedia, o que deixaria a atividade sobre o substrato
mais perceptivel. Quando o veneno de Loxoceles é submetido a ensaios de
zimograma, frequentemente sao detectadas duas regides de degradacao entre 41 a
43 kDa (DA SILVEIRA et al., 2007; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004)

Os efeitos bioldgicos da LiHyal2 relacionados com atividade alergénica
também foram avaliados para verificar a viabilidade de aplicar essa enzima
recombinante como produto biotecnolégico com baixo potencial alergénico. Através
do ensaio de permeabilidade microvascular em camundongos foi possivel mostrar que
LiHyal2 ndo causa extravasamento de proteinas plasmaticas em até uma hora. Em
um ensaio semelhante, foi avaliada a capacidade da rHuPH20 (hialuronidase humana
recombinante) aumentar a permeabilidade vascular através do uso do corante azul de
Evans. Apdés 15 minutos de tratamento com a proteina foi observado que a
hialuronidase n&o promoveu o extravasamento de proteinas do plasma, ou seja, néo
aumentando a permeabilidade vascular (BOOKBINDER et al., 2006). Além disso,
observa-se que nos ensaios de permeabilidade vascular realizado por De-Bona et al.
(2021) que LiHyal2 sozinha n&o foi capaz de causar o extravasamento de proteinas
plasmaticas, mas quando aplicada juntamente com uma fosfolipase-D recombinante

conhecidamente capaz de aumentar a permeabilidade vascular, a area do
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extravasamento aumentou consideravelmente, indicando o potencial desta proteina
como fator de espalhamento de outras moléculas (DE-BONA et al.,, 2021). Tais
evidéncias indicam que hialuronidases como LiHyal2 e rHuPHZ20 facilitam a disperséo
de drogas aplicadas localmente dentro do intersticio, sem alterar a integridade
vascular (BOOKBINDER et al., 2006; CHAVES-MOREIRA et al., 2019; DE-BONA et
al., 2021).

As alteragdes vasculares geralmente estdo associadas a inflamacéo e alergia
e entre as principais caracteristicas destas patologias € destacado o extravasamento
de fluidos e proteinas do plasma (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; PALUDO et al.,
2009). As alteragdes na parede vascular que levam ao aumento da permeabilidade
vascular podem ser induzidas por mediadores, como a histamina e a serotonina. A
histamina e a serotonina sdo produzidas e liberadas por mastécitos (BROWN;
WILSON; METCALFE, 2008). Logo, isto corrobora com os resultados do ensaio de
degranulacao de mastécitos do mesentério de rato, que mostrou que a LiHyal2 nao
causou influéncia sobre mastdcitos, indicando que esta proteina ndo tem atividade
alergénica.

Este resultado, por sua vez, corrobora com os dados obtidos no ensaio de
influxo de calcio com a linhagem RBL-2H3, que foi realizado por ja se saber que o
aumento do calcio intracelular € essencial para a ativacdo de células basdfilas e
mastocitos no processo alergénico (BEAVENS et al., 1984; HONG-TAO; BEAVEN,
2010). E também conhecido que a ativacdo de mastdcitos desencadeia a liberacéo de
mediadores inflamatorios e esses mediadores aumentam a permeabilidade vascular,
causando edema, e a contragdo da musculatura lisa (BROWN; WILSON; METCALFE,
2008; KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016).

Outro teste realizado para verificar o envolvimento da degranulagdo de
mastocitos caso a LiHyal2 mostrasse atividade nos ensaios in vivo e in vitro, foi o uso
do farmaco cromoglicato dissédico nesses ensaios de permeabilidade e de influxo de
calcio. O cromoglicato dissodico € um farmaco que estabiliza e inibe a degranulagao
de mastécitos, portanto ele evita a liberagao de mediadores inflamatoérios de células
de basdfilos e mastacitos (PUZZOVIO et al., 2022). Em ambos os ensaios foi possivel
verificar que qualquer atividade inflamatéria ou alergénica que LiHyal2 poderia
desencadear, seria inibida pelo medicamento. No entanto, nao houve diferenga entre
os tratamentos LiHyal2 e LiHyal2 + cromoglicato tanto a nivel de organismo quanto a

nivel celular, reforcando as evidéncias de que a LiHyal2 ndo atua em vias alergénicas.
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Outro ensaio que possibilita avaliar uma resposta biolégica do organismo a
proteina recombinante € o edema. Foram aplicados 10 e 20 microgramas de LiHyal2
na pata de camundongos e a espessura da pata, indicando edema, foi medida entre
1 minuto e 24 horas apds a aplicagao.

O edema desencadeado pela liberacdo de mediadores inflamatérios e
compostos alergénicos tem um pico muito pronunciado e de desenvolvimento muito
rapido, as vezes até imediato (BOIA-FERREIRA et al., 2019; JUSTA et al., 2020). No
entanto, o edema desencadeado pela LiHyal2 nos primeiros 60 minutos foi inferior ao
estimulado pela fosfolipase-D, que se caracteriza pela liberacdo massiva de
mediadores inflamatoérios no tecido (APPEL et al., 2008; PALUDO et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2007). Além disso, esse edema mais baixo se manteve praticamente
constante até 8 horas apds a inoculagdo, com apenas um pico, também nao
pronunciado, em 2 horas. Ademais, embora apos 8 horas tenha-se observado uma
reducao no edema, o inchaco nao foi completamente liquidado como nos tratamentos
com a fosfolipase-D ou PBS. Essas observagées em conjunto com os dois picos de
edema mais tardios que foram observados em resposta a LiHyal2 sugerem fortemente
que o edema esta relacionado ao metabolismo do acido hialurénico presente no tecido
(KOBAYASHI; CHANMEE; ITANO, 2020; STERN, 2004). Sugere-se que o edema
causado pela hialuronidase possa estar relacionado a sua atividade hialuronidasica
de clivar polimeros de acido hialurénico da matriz extracelular, e ndo a reacgdes
alergénicas ou inflamatérias.

O edema pode indicar uma resposta a diversos fatores e um deles pode ser
relacionado a injuria tecidual, incluindo rompimento da matriz extracelular. O &cido
hialurbnico presente na matriz extracelular auxilia na estabilidade e lubrificacdo do
espaco intercelular, bem como tem influéncia sobre o metabolismo extracelular.
Devido ao rompimento da matriz, aumenta-se a capacidade de dispersao e
permeabilidade dos fluidos contidos no espaco intersticial, podendo gerar o edema
(FROST, 2007; KOGC; ER, 2018).

A literatura relata que durante a resposta a lesdo, os polimeros de acido
hialurbnico de alto peso molecular sdo rapidamente metabolizados no tecido
lesionado(FRASER; LAURENT, 1989). Durante o reparo do tecido, os &acidos
hialurénicos de baixo peso molecular desempenham fungdes como, o controle da
funcdo das células imunes inatas, promogdo de angiogénese, e regulacdo da

proliferagdo, diferenciagcdo e migragcédo celular. Estes acidos hialurénicos de baixo
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peso molecular sdo internalizados e degradados por hialuronidases intracelulares
(VEISEH; TURLEY, 2011). Desta forma, isto indica que o primeiro pico esta
relacionado a atividade inicial da hialuronidase sobre a matriz extracelular degradando
o acido hialurénico e gerando acido hialurénico de baixo peso molecular, o que sinaliza
para um dano no tecido, dando inicio ao processo de reparo tecidual (CHAO;
MUTHUKUMAR; HERZBERG, 2007; HARADA; TAKAHASHI, 2007; VEISEH;
TURLEY, 2011).

O segundo pico de edema em resposta a LiHyal2 pode estar relacionado a
reconstituicdo do acido hialurénico da matriz extracelular. Em resposta a lesdo no
tecido, também ocorre a produgédo e o acumulo local de acido hialurénico devido a
elevada sintese pela sintase HAS que ¢ ativada neste processo (VEISEH; TURLEY,
2011). Estudos indicam que o &acido hialurbnico €& regenerado em poucas
horas(FRASER; LAURENT, 1989; KOBAYASHI; CHANMEE; ITANO, 2020).
Bookbinder et al. (2006) observou que apds injetar a hialuronidase rHUPH20 na pele
de camundongos seguida da injegao do corante azul de Tripan, em 24 horas a area
do corante ja tinha se difundido e estava tdo claro quanto o controle, mostrando que
reconstituicdo da barreira dérmica é feita em até 24 horas (BOOKBINDER et al.,
2006). Desta forma, infere-se que LiHyal2 degrada o acido hialurénico, gerando uma
resposta para remodelagéo da matriz extracelular, consequentemente, para sintese
do acido hialurénico. Portanto, o edema do segundo pico pode estar relacionado a
uma resposta ao metabolismo do acido hialurénico da pele, desencadeando a sintese
de mais acido hialurénico (VEISEH; TURLEY, 2011). Uma vez que este polissacarideo
€ hidrofilico, pode ser capaz de atrair e reter agua, consequentemente aumentando o
volume tecidual (DOVEDYTIS; LIU; BARTLETT, 2020).

Em condigdes fisiolégicas normais, sem a inje¢ao de hialuronidases, o acido
hialurénico é rapidamente transformado no corpo, com uma meia-vida de 15 a 20
horas na pele (FRASER; LAURENT, 1989; LAURENT; DAHL; REED, 1991). E
possivel que ocorra a degradacgao e posterior sintese do acido hialurénico no local de
aplicagao da LiHyal2, e o processo edematogénico detectado durante as 24 horas do
ensaio corresponde ao tempo de metabolizacdo do acido hialurénico e ao dano no
tecido como ja foi descrito na literatura (FRASER; LAURENT; LAURENT, 1997b;
FRASER; LAURENT, 1989; VEISEH; TURLEY, 2011). No entanto, sera necessaria
uma avaliagdo mais aprofundada desta hipdtese. Para estudos futuros, seria

interessante estender o tempo do ensaio de edema em pata de camundongo para



72

48h, isso podera revelar uma resposta mais assertiva, a fim de se observar a
reconstituicao do tecido, ou seja, a reducao total do edema.

A analise histolégica da pele de coelho tratada com LiHyal2 corrobora com a
hipétese em que a proteina recombinante causa uma resposta biolégica devido a sua
atividade sobre o acido hialurénico da matriz extracelular da pele. O acido hialurénico
de baixo peso molecular tem afinidade pelo receptor de acido hialurénico
CD44(DUTERME et al., 2009; HARADA; TAKAHASHI, 2007; UNDERHILL, 1992). A
ligacao a este receptor promove a internalizagao dos fragmentos de acido hialurénico
além de um papel importante no processo do reparo tecidual, na estimulagéo da
migracgé&o de leucdcitos para o sitio lesionado e na liberagao de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatérias (DOVEDYTIS; LIU; BARTLETT, 2020; KROLIKOSKI; MONSLOW;
PURE, 2019). A promocé&o dessa migracdo leucocitaria & observada pela presenca de
neutroéfilos na pele de coelho tratada com LiHyal2. Além disso, a desorganizagao das
fibras de colageno da pele de coelho indica a presencga de rupturas na estrutura do
tecido que podem estar associadas a clivagem do acido hialurénico. Diferentemente,
LALLT, a toxina alergénica do veneno de Loxosceles utilizada como controle, ndo
desencadeou uma alta migracao destes leucécitos em até quatro horas de tratamento,
sugerindo que o acido hialurénico, clivado pela LiHyal2, pode estar envolvido na
sinalizagao de injuria tecidual, promovendo a migragao leucocitaria (KROLIKOSKI;
MONSLOW; PURE, 2019).

Sendo assim, através dos resultados discutidos, a proteina recombinante
LiHyal2 pode ser uma forte candidata para clivagem do acido hialurdénico no reparo de
tecidos injuriados, assim como coadjuvante para o espalhamento e rapida absorgao
de moléculas terapéuticas sem afetar a integridade vascular, e sem desencadear
reacoes alérgicas e inflamatdrias. No entanto, analises mais especificas sao
necessarias para verificar a resposta a proteina LiHyal2 por periodos mais logos, bem
como, quanto sua capacidade de clivar acido hialurbnico da matriz extracelular.
Também seria importante verificar se LiHyal2 promove estimulo a remodelacéo e a
reconstituicdo do tecido, além disso, continuar avaliando respostas inflamatérias e
alergénicas através de moléculas pro-inflamatérias envolvidas na alergia e inflamagao
tardias.

A otimizacdo da producédo da hialuronidase recombinante de L. intermedia
deve permitir o estabelecimento de parametros de producédo adequados para o melhor

rendimento proteico em larga escala, bem como, viabilizar a obtenc&o da sua estrutura
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cristalografica para aplicar em simulagbes de dinamica molecular no intuito de
aprofundar as informacdes sobre a sua atividade e interagdo com outras moléculas.
Ainda, a clonagem dominio catalitico da hialuronidase € um avango para a
otimizacao da producgao da proteina, uma vez que sistemas de expressao bacterianos
ainda continuam sendo uma opc¢éo de menor custo e que fornece altos rendimentos
proteicos, e a eliminagao de 3 possiveis pontes dissulfeto na proteina pode viabilizar
a expressao dessa molécula em sistemas bacterianos. Além disso, € possivel que o
dominio catalitico da hialuronidase possa gerar respostas bioldgicas diferentes da
LiHyal2, pois ndo esta clara a fungdo do dominio EGF-/ike na hialuronidase. Um
estudo sobre uma toxina (Mg1a) do veneno da formiga Myrmecia gulosa mostrou que
Mg1a pode ser um ligante do receptor ErbB1 de mamifero, pois este peptideo
mimetiza fatores de crescimento epidérmico EGF-like de horménios de vertebrados.
A toxina também foi capaz de causar hipersensibilidade em camundongos apos
injecao intraplantar até 4 dias depois da aplicacdo (EAGLES et al., 2022). Isto indica
que dominios como EGF-like presentes em toxinas do veneno de invertebrados
podem ser possiveis mimetizadores de moléculas humanas, podendo ser utilizados
para fins terapéuticos. Neste raciocinio, LiHyal2 tem este dominio EGF-like
semelhante ao da hialuronidase humana hHyal-1, e € possivel que possua homologia
significativa a ponto de estimular respostas semelhantes ao da hHyal-1(DE-BONA et
al., 2021). Sendo assim, estudos comparando a LiHyal2 com dominio catalitico
permitirdo avaliar as diferencas e similaridades entre as repostas biologicas,
elucidando a fungéo deste dominio EGF-/ike, bem como possiveis descobertas sobre

interacbes com receptores e vias celulares em mamiferos.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A adigao fracionada da titulacio viral em dois tempos diferentes da expressao,
bem como a adigdo de meio de cultura fresco durante este periodo foram essenciais
para o aumento do rendimento da producdo da LiHyal2. O segundo protocolo
estabelecido, adicionando titulagdo viral em Oh e 72h, com 144h de expressao e
adicdo de meio fresco no periodo gerou o melhor rendimento, sendo obtidos 12mg/L
de LiHyal2. Isto permitira que a LiHyal2 seja submetida a mais analises, como a
producdo da estrutura cristalografica, para sejam feitos estudos in silico com a

proteina.
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A proteina LiHyal2 foi detectada através de anticorpos que reconhecem
proteinas com cauda histidina e toxinas presentes no veneno loxosceélico, confirmando
a producgao da proteina. Anticorpos produzidos contra LiHyal2 também reconheceram
epitopos da hialuronidase nativa nos venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta,
indicando que hialuronidase € uma proteina bem conservada entre os venenos
loxoscélicos.

Foi detectada a atividade da LiHyal2 através de ensaios de turbidimetria e
zimograma. LiHyal2 apresentou atividade enzimatica menos pronunciada em relagéo
ao veneno L. intermedia. Desta forma, € necessario verificar a estabilidade dessa
proteina recombinante em solugdo como, por exemplo, em testes utilizando outros
protocolos de conservagao desta enzima.

Através de ensaios para avaliar respostas biolégicas frente a LiHyal2 foi
concluido que LiHyal2 por si sé ndao causa inflamagdes ou alergia. Nao age sobre
mastocitos, basofilos, ndo altera a estabilidade dos vasos, ndo desencadeia influxo de
calcio e nem causa edema exacerbado. O edema dose-dependente verificado em
resposta a LiHyal2 esta provavelmente relacionado a clivagem e degradacéo do acido
hialurénico da matriz extracelular presente no tecido. Ou seja, a inflamagao que foi
detectada através da analise histologica, pode ser causada pelo acido hialurénico
clivado que sinaliza para um dano tecidual. No entanto, estudos mais aprofundados
devem ser realizados para confirmar esta hipotese.

A sequéncia que codifica para o dominio catalitico da hialuronidase de L.
intermedia foi obtida com sucesso. Os proximos passos ainda sao pertinentes para
obtencdo do dominio catalitico e estudo da sua atividade. A conclusao desta etapa
podera levar a novas descobertas sobre a estrutura e fungcado das hialuronidases do
veneno de Loxosceles.

Portanto, sugere-se também estudos que incluam a aplicabilidade da LiHyal2
em contextos terapéuticos, como degradagao de preenchimentos de acido hialurdnico,
coadjuvante para difusdo e absorgcdo de moléculas bioativas, tratamento de injurias

teciduais, incluindo edema e cicatrizagao de tecidos.
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