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RESUMO

Algumas espécies de aracnideos consistem em um problema de saude
publica, sendo 0 envenenamento por essas espécies de grande importancia médica
em todo o mundo. O género Loxosceles, cujos representantes sdo conhecidos como
aranha-marrom provocam envenenamento caracterizado por lesdo dermonecrotica e
disturbios sistémicos. Levantamentos epidemiologicos realizados relataram um
aumento significativo e crescente no numero de casos de loxoscelismo em Curitiba e
regido metropolitana, a partir do ano de 1989. Loxoscelismo é o termo utilizado para
descrever lesdes e reagcbes em consequéncia do envenenamento por aranhas do
género Loxosceles sendo o desenvolvimento do quadro clinico e potencial de
toxicidade variavel em fungcdo de inumeros fatores. Anadlises estruturais e ultra-
estruturais da pele de coelhos permitiram a observagdo da acdo do veneno em
células endoteliais revelando instabilidade, vasodilatagdo, degeneracdo da parede
dos vasos sanguineos e vacuolizagdo do citoplasma das células endoteliais. A
presenga de uma molécula de 30kDa em extratos renais de camundongos tratados
com veneno total também denota o envolvimento das toxinas dermonecréticas na
atividade toxica renal produzida pelo envenenamento por L. intermedia. O presente
trabalho teve como objetivo contribuir para o entendimento dos mecanismos
biologicos e analise estrutural das toxinas dermonecréticas presentes no veneno de
Loxosceles. Os resultados provenientes do ensaio de ELISA corroboraram com os
dados de immunoblotting e demonstraram reatividade cruzada entre as toxinas
dermonecroticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3. No ensaio de
mortalidade em camundongos, apenas as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2
provocaram a morte dos animais no periodo de 24 horas. A indugao da formacéao de
edema foi demonstrada através da inoculacdo de LiRecDT1 e LiRecDT2,
provocando efeito edematogénico intenso. A avaliagdo da citotoxicidade in vitro No
ensaio de citotoxicidade houve redugao da viabilidade celular para o tratamento com
LiRecDT1 e LiRecDT2. No ensaio de morfologia com células de epitélio renal
tratadas com LiRecDT1 e LiRecDT2 mostraram vacuolizagdo citoplasmatica e
disfuncédo no espalhamento das. Os resultados obtidos através de dicroismo circular
revelaram para LiRecDT3 um aumento significativo no conteudo de a-hélice e
decréscimo no conteudo de folha-B em comparagdo com os valores referentes a
LiRecDT1 e LiRecDT2. A atividade hemolitica de LiRecDT1 e LiRecDT2 foi de 33%.
Os resultados apresentados evidenciam as diferengas estruturais entre LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3, e consequentemente nas atividades bioldgicas observadas
para estas toxinas, envolvidas no envenenamento por Loxosceles.

X



ABSTRACT

Some species of arachnids consist on a public health problem, being the
envenomation by these species of great medical importance in whole world.
Loxosceles genus whose animals are known as brown spider cause envenomation
characterized as dermonecrotic lesions and systemic manifestations. Epidemiological
surveys accomplished have mentioned a significant increase in the number of cases
of loxoscelism in Curitiba and neighbourhood since 1989. Loxoscelism is the term
used to describe lesions and reactions due to envenomation by spiders of
Loxosceles genus, being the progress of clinical state and potencial of toxicity
variable in regard to several factors. Structural and ultra-structural analysis of rabbit
skin allow the observation of the toxic effect upon endothelial cells displaying blood
vessel instability, vasodilatation, degeneration of the blood vessel wall and
endothelial cell vacuolisation. The presence of a 30kDa molecule on renal lysates of
mouse treated with crude venom was an indicative of dermonecrotic toxin
involvement in renal injuries caused by L. intermedia envenomation. The aim of this
study was to contribute for the knowledge of biological mechanisms and the
structural analysis of dermonecrotic toxins of brown spider venom. ELISA assays
results corroborated with the immunoblotting data and showed cross-reactivity
among recombinant dermonecrotic toxins LiRecDT1, LiRecDT2 and LiRecDT3. On
the mortality assay, only LiRecDT1 and LiRecDT2 induced the death of the animals
after 24 hours. Induction of edema was displayed through LiRecDT1 and LiRecDT2
administration, causing intense edematogenic effect. In vitro cytotoxicity evaluation
demonstrated reduction of cell viability for LiRecDT1 and LiRecDT2 treatment.
Experiments on morphology using renal epithelial cells exposed to LiRecDT1 and
LiRecDT2 showed cytoplasmic vacuoles and impaired spreading from culture
substratum. Results of circular dichroism demonstrated for LiRecDT3 a significative
increase of a-helix content and a decrease of B-sheet content in comparison with
LiRecDT1 and LiRecDT2. The hemolytic activity of LiRecDT1 and LiRecDT2 was
33%. The present results evidence structural differences among LiRecDT1,
LiRecDT2 and LiRecDT3 and consequently different biological activities observed for
these toxins, involved in Loxosceles spider envenomation.



1. INTRODUGAO

Algumas espécies de aracnideos consistem em um problema de saude publica,
sendo o envenenamento por estas de grande importancia médica em todo o mundo. A
hipersensibilidade a Hymenoptera (abelhas, vespas e formigas) e o envenenamento
por centopéias, lagartas, besouros, e miriapodes contabilizam grande parte dos casos
relacionados a invertebrados (ISBISTER & GRAY, 2002). Entretanto os acidentes
provocados por aranhas sao responsaveis por maior morbidez e mortalidade em
relagdo a outros artropodes. Entre as espécies de aranhas dois géneros apresentam
destaque tendo grande importéncia meédica pela gravidade dos acidentes provocados.
O género Loxosceles (familia Sicariidae), cujos representantes sdo conhecidos como
aranha-marrom, provoca envenenamento caracterizado por lesdo dermonecrética e
disturbios sistémicos (FUTRELL, 1992) e o género Latrodectus (aranha vilva-negra —
familia Theridiidae) conhecido pelo veneno com potente agcado neurotoxica (ISBISTER
et al., 2003).

1.1 Género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles pertencem ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Araneae, subordem Araneomorphae e familia Sicariidae (RUPPERT
& BARNES, 1996; SOERENSEN, 1996).

O género Loxosceles é caracterizado por representantes que apresentam
queliceras com orientagdo vertical cujo movimento € lateral bem como o movimento
das presas (RASH & HODGSON, 2002). Em relagao a morfologia as aranhas deste
género apresentam corpo medindo em torno de 16 mm de comprimento e patas longas
e afinadas medindo entre 8 e 30 mm de comprimento. Os machos possuem corpo
menor e patas relativamente mais longas em relagdo as fémeas. No cefalotdrax
encontra-se o aparelho inoculador de veneno composto por um par de queliceras além
de glandulas apocrinas. Em relagdo a estrutura da glandula de veneno, existe um
epitélio secretor revestido por uma membrana basal e envolto por espessa musculatura
(GAJARDO-TOBAR, 1966; JUNQUA E VACHON, 1968; FOIL et al.,1979; MARTINEZ-
VARGAS, 1987). Existe uma variacado em relagcdo a quantidade de veneno inoculado
dependente, por exemplo, do sexo e tamanho do animal, sendo aproximadamente de
65ug a 100ug de proteinas totais (FORRESTER et al., 1978; LUCAS, 1988; SAMS et
al., 2001; DA SILVA et al., 2004).



2

A familia Sicariidae é caracterizada pela presengca de fémeas haploginas, ou
seja sem a presenga de uma placa esclerotizada sobre os orificios genitais
denominada epigino e um par de canais fertilizantes internos (GERTSCH & ENNIK,
1983). O 6rgao sexual dos machos é formado por estruturas simples compostas por um
bulbo copulatério e um émbolo de forma variavel de acordo com a espécie.

As teias s&o construidas de forma a cobrir as superficies irregularmente
assemelhando-se com algodéo. Estas aranhas se adaptaram as condi¢gbes antrépicas
ocupando residéncias na area urbana. Sdo animais sedentarios, apresentam habito
noturno e tém como habitat natural sitios especificos como frestas, cascas de arvore e
pedras (BUCHERL & ROSENFELD, 1954; HITE et al., 1960; GAJARDO-TOBAR, 1966;
LUCAS, 1988; DA SILVA et al., 2004).

1.2 Ocorréncia e distribuicao geografica do género Loxosceles

A distribuicdo das espécies do género Loxosceles ocorre em regides
temperadas, tropicais e subtropicais ocupando uma grande variedade de microhabitats
naturais e domiciliares, prevalecendo no continente americano nos paises da América
do Norte, América Central e América do Sul. Registros de espécies do género
Loxosceles foram feitos também na Europa, Asia e Africa (FUTRELL, 1992; WHITE et
al., 1995; ESCALANTE-GALINDO et al., 1999; YOUNG e PINCUS, 2001; NICHOLSON
e GRAUDINS, 2002).

No Brasil, o género Loxosceles ocorre em uma extensa faixa iniciando no
estado do Rio de Janeiro, passando pelos estados do Parana, Santa Catarina e se
estendendo até o Rio grande do Sul. Nas regides Sul e Sudeste também esta presente
a espécie L. laeta. Nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul também ocorre L.
gaucho. A espécie L. adelaide € encontrada no Rio de Janeiro. A ocorréncia de L.
similis se da nos estados da Paraiba, Sao Paulo e Minas Gerais. L. amazonica pode
ser encontrada nos estados do Amazonas e Ceara. L. hirsuta esta presente na regiao
sul do pais (BUCHERL, 1960; TORRES & CARLOTTO, 1982).

Na cidade de Curitiba e regido metropolitana a espécie que predomina é L.
intermedia. Entretanto podem ser encontradas as espécies L. laeta e L. gaucho em
populagdes menores (SESA/Centro de Saude Ambiental, 2004). A espécie L.
intermedia catracteriza-se por apresentar coloragdo marrom escuro e abdémen oval
com tonalidade cinza (fig. 1). Na espécie L. laeta observa-se uma mancha escura no
cefalotérax (FISCHER, 1994).



Figura 1. Loxosceles intermedia. Representantes da espécie L. intermedia, caracterizados
pela coloragdo marrom escuro e abdémen oval com tonalidade cinza.

1.3 Acidentes provocados pela picada de Loxosceles

Os registros iniciais de acidentes envolvendo Loxosceles no Brasil foram feitos
no ano de 1954 por BUCHERL & ROSENFELD e, posteriormente, estudos na
producao de anti-soro foram realizados por FURLANETTO (1961).

Levantamentos epidemioldgicos realizados relataram um aumento significativo
e crescente no numero de casos de loxoscelismo no estado do Parana, principalmente
na cidade de Curitiba e regido metropolitana, a partir do ano de 1989. Dos casos de
acidentes com Loxosceles no estado do Parana, 92,61% ocorreram na cidade de
Curitiba e regido metropolitana. Os acidentes ocorrem principalmente em individuos
entre 20 e 39 anos sendo mais frequentes na regido dos membros inferiores, membros
superiores, seguido dos pés, tronco e cabecga. Além disso, 0 maior numero de
acidentes ocorre nas estagdes mais quentes do ano (SCHENONE & LETONJA, 1975;
MANFREDINI et al., 1993; Mistério da Saude do Brasil, 2004; MARQUES-DA-SILVA &
FISCHER, 2005). A grande disponibilidade de substratos pouco perturbados em
ambientes peridomiciliares e intradomiciliares constituem-se em um abrigo favoravel
para a ocupagao da zona urbana por aranhas do género Loxosceles. Estas aranhas
sdo classificadas como oicofilicas sinantropicas devido a adaptagdo a ambientes
residenciais nos quais encontram boas condicbes para seu desenvolvimento,

suportando temperaturas que variam de 8 a 43°C (FISCHER, 1994). Podem sobreviver



4

por periodos superiores a 200 dias sem alimento e ambos 0s sexos sdo venenosos
(GERSTCH & ENNIK, 1983; FUTRELL, 1992). Diferente de outros artrépodos e ofidios,
as aranhas do género Loxosceles nao apresentam comportamento agressivo sendo os
acidentes provocados por compressao da aranha sobre a pele (SUAREZ et al., 1971;
LUCAS, 1988; FUTRELL, 1992).

1.4 Caracteristicas do envenenamento por Loxosceles

Loxoscelismo é o termo utilizado para descrever lesfes cutaneas e reagdes
em consequéncia do envenenamento por aranhas do género Loxosceles, (MARTINEZ-
VARGAS, 1987; RIBEIRO et al., 1993) sendo o desenvolvimento do quadro clinico e
potencial de toxicidade variavel em funcdo de inumeros fatores. A concentragao de
veneno inoculado contribui para a severidade do envenenamento, sendo esta superior
nas fémeas além de ser dependente da espécie e do estagio de desenvolvimento
ontogenético (ANDRADE et al., 1999; Ministério da saude do Brasil, 1998; OLIVEIRA et
al., 1999; SEZERINO et al., 1998; BARRETO et al., 1985). Fatores relacionados ao
individuo como idade, fendtipo e o tempo até o atendimento médico também
contribuem para a gravidade do quadro de envenenamento (GAJARDO-TOBAR, 1966;
SCHENONE et al., 1989; BARBARO et al., 1994). O estudo da atividade bioldgica do
veneno das trés espécies principais presentes na regido sul, mostrou que o veneno de
L. intermedia é o mais letal (DLsy 0,48 mg/kg), seguido pela espécie L. gaucho (DLsg
0,74 mg/kg) e o de L. laeta como sendo o de menor toxicidade (DLsy 1,45 mg/kg)
(BARBARO et al., 1996).

O envenenamento por Loxosceles divide-se em quadro clinico cutaneo ou
dermonecrotico (REES et al., 1984) e quadro cutaneo-visceral ou sistémico (BINFORD
& CONNOR, 1976). O quadro cutdneo é -caracterizado inicialmente por dor e
queimagao no local da picada dentro de minutos a horas apds o acidente e
corresponde a 84 — 97% dos casos (BARBARO et al., 1992). As primeiras descrigdes
de lesdo cutanea referente ao envenenamento por Loxosceles foram feitas por
CAVENESS (1872). No ano de 1957, com os estudos de ATKINS e colaboradores foi
estabelecida a agao toxica do veneno a partir de lesbes necroticas produzidas pela
picada de Loxosceles reclusa, mostrando caracteristicas clinicas diferenciadas em
relagdo aos acidentes causados por outras espécies de aranhas.

O quadro clinico cutaneo (fig. 2) evolui com dor intensa, prurido e a formacéo de
uma regidao edemaciada associada a eritema e em seguida para uma lesao extensa

circundada por um halo vermelho e zonas palidas denominada placa marmorea.



Figura 2. Aspecto macroscépico da lesao dermonecrética. (A) Lesdo dermonecrotica
localizada no abdémem. A ocorréncia de espalhamento gravitacional esta indicado por (4)
na figura. (B) Presenca de lesdo dermonecrética situada na perna direita.

Acumulo de leucécitos polimorfonucleares em torno de 5 dias apds a picada,
formagao de abscesso e necrose foram relatados (SMITH & MICKS, 1970; OSPEDAL
et al., 2002). O estudo histolégico das lesdes locais em coelhos e cobaias pelo veneno
de L. laeta, revelarou intensas alteragbes vasculares precoces como vasoconstrigao
inicial das arteriolas e vasodilatacdo acentuada posteriormente. Comprometimento da
parede dos vasos sanguineos associado a fenbmenos degenerativos e trombaoticos

também foram observados (PIZZl et al., 1957). A formacédo de edema e
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extravasamento de células sanglineas, como eritrocitos, durante as primeiras horas
apoés a picada também sao caracteristicos. A lesdo dermonecrética, dentro de 2 a 6
semanas, pode ainda evoluir para a formacdo de uma ulcera necrdtica ou mancha
gangrenosa podendo ser dificil sua cicatrizagdo (GAJARDO-TOBAR, 1966;
SCHELONE & LETONJA, 1975; BARBARO et al., 1994; ZANETTI et al., 2002). Les6es
como piodermite gangrenosa (REES et al., 1988) podem surgir em consequéncia do
ferimento cronico decorrente de vasculite mediada por leucécitos (OSPEDAL et al.,
2002), além de infeccdo secundaria por microorganismos como Clostridium
perfringens, atuando de modo sinérgico agravando ainda mais as lesodes
dermonecroticas (MONTEIRO et al., 2002).

O quadro clinico cutaneo-visceral ou sistémico ocorre com menor frequéncia (3-
16%) nos casos de envenenamento por Loxosceles (SCHENONE & LETONJA, 1975;
MARTINEZ-VARGAS, 1987; SCHENONE et al., 1989; BARBARO et al., 1992;
COUTINHO, 1996). Nas primeiras 24 horas apds a picada podem surgir sintomas do
quadro cutaneo-visceral que incluem astenia, febre, emese, cefaléia, alteracdes
sensoriais, insbnia e coma. Manifestacbes de maior gravidade incluem alteragdes no
quadro hematologico caracterizadas por anemia hemolitica, agregacao plaquetaria e,
consequentemente, trombocitopenia além de coagulacio intravascular disseminada. O
veneno também induz neutropenia e baixa contagem de neutrofilos em medula 6ssea
de coelhos. Este achado possivelmente pode ser acarretado pelo influxo destas células
inflamatorias para o local da inoculagcdo do veneno. Por outro lado esses efeitos
induzidos pelo veneno na medula dssea e no sangue periférico sao transitérios, sendo
que as celularidades retornam aos valores normais apés o periodo de 10 dias (DENNY
et al., 1964; FORRESTER et al., 1978; BASCUR et al., 1982; RESS et al., 1988; DA
SILVA et al., 2003). Ictericia, redu¢gao do hematécrito e aumento da bilirrubina indireta
(SCHENONE & SUAREZ, 1978; REES et al.,, 1988; FUTRELL, 1992; COUTINHO,
1996) também foram observados em decorréncia das alteracbes hematologicas,
incluindo manifestagdes sistémicas envolvendo pulmdes, figado e rins (PlZZI et al.,
1957; LUNG & MALLORY, 2000). Manifestagcbes sistémicas envolvendo alterag¢des
renais podem acarretar Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) (hemoglobinuria e hematuria) e
até mesmo obstrugao do lumen tubular (IRA oligurica ou nao oligurica) (WASSERMAN
& ANDERSON, 1984; SCHENONE et al., 1989; FUTRELL, 1992; SEZERINO, 1998;
LUNG & MALLORY, 2000). Sintomas como febre, nauseas, vimito e convulsdes tém
sido reportados, sugerindo atuagdo do veneno no sistema nervoso central (FUTRELL,
1992).
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Analises estruturais e ultraestruturais da pele de coelhos permitiram a
observacéo da acdo do veneno em células endoteliais de vasos sanguineos revelando
instabilidade dos vasos, oclusdo de vénulas e artérias, vasodilatacdo, degeneragao da
parede de vasos sanguineos e vacuolizagao do citoplasma das células endoteliais. A
acao toxica do veneno na redugéo da adesao de células endoteliais de coelho (RAEC)
em cultivo também foi relatada (VEIGA et al., 2001a; SMITH et al., 1970; FUTREL,
1992; OSPEDAL et al., 2002). Embora sejam necessarios maiores estudos em relagéo
ao mecanismo de atuagao das toxinas dermonecroticas, dados mostram que estas tém
acao na superficie de células endoteliais, produzindo acido lisofosfatidico (LPA) a partir
de lisofosfatidilcolina. O LPA € um potente mediador lipidico e a sua interagdo com
receptores na membrana das células endoteliais pode dar inicio ao processo de
ativagcao da resposta inflamatéria (VAN MEETEREN et al., 2004; LEE e LYNCH, 2005).
A ativacao da resposta inflamatéria da-se pelo aumento da expressao de E-selectina,
secrecédo de interleucina-8 (IL-8) e fator estimulante de colénias de granulécitos e
macréfagos (GM-CSF) (PATEL et al., 1994; DA SILVA et al., 2004). Outros mediadores
como fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), o qual pode atuar na
vasodilatagcdo, edema e eritema observados apds o0 envenenamento e proteina-1
quimiotatica de mondcitos, sdo também produzidos em células em cultura apos
estimulo pelo veneno (DESAI et al., 1999; GOMEZ et al., 1999), bem como fator de
necrose tumoral (TNF-a) (MALAQUE et al., 1999).

A participacdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) na geracédo de uma
reacao inflamatodria, contribuindo para a formagdo da lesdao dermonecrética, foi
sugerida através de estudos onde a deplegcdo de leucdcitos polimorfonucleares
promoveu a reducdo da lesdo dermonecrotica. Dessa forma a destruicdo tecidual
observada na dermonecrose possivelmente esta associada com uma reagao
inflamatéria intensa em virtude da infiltragdo em massa de leucdcitos
polimorfonucleares na derme (ELSTON et al., 2000; OSPEDAL et al., 2002; DA SILVA
et al., 2004) embora a ativagao in vitro de PMNs na presencga de veneno seja ausente
(SMITH & MICKS, 1970). A auséncia de ativacdo de PMNs in vitro sugere um
mecanismo indireto de ativagao envolvendo possivelmente células endoteliais por meio
da agdo das toxinas dermonecréticas (fosfolipases D). Este papel foi atribuido as
células endoteliais devido as alteragdes ultraestruturais observadas apos o
envenenamento. Dados obtidos por microscopia de luz demonstram a adesao de
neutréfilos a parede do vaso capilar, o que sugere que a ativagado do endotélio € um

componente essencial da reagao inflamatéria com subseqlente recrutamento de
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neutroéfilos ativados que fazem a migragao através do endotélio. Estes dados sugerem
que o veneno atua como um agonista de células endoteliais e que estas células
endoteliais ativadas em seguida ativam PMNs através da produgéo de interleucina-8.
Esta resposta inflamatéria desregulada pode computar para a destruicao tissular
associada com o envenenamento por Loxosceles (PATEL et al., 1994; TAMBOURGI et
al., 2005).

Autopsias de pacientes que foram a oObito por loxoscelismo sistémico,
mostraram alteragdes degenerativas nos parénquimas de varios orgaos. Também
foram observados edema, congestdo, hemorragia e erosbées da mucosa digestiva e
também lesdes tubulares renais. Em 62% dos casos de loxoscelismo sistémico ha um
comprometimento renal ocorrendo Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) e,
consequentemente, necrose tubular (P1ZZI et al., 1957; SCHENONE et al.,1989). O
efeito hemolitico contribui para a injuria renal sugerindo que a presengca de
hemoglobina livre precipitada ao longo do néfron pode retardar o fluxo do fluido tubular
e produzir uma resposta patoldgica representada pela reducao da filtragdo glomerular
desencadeando a IRA (COUTINHO, 1996). As membranas basais desempenham
diversas fungdes vitais em tecidos embrionarios e adultos em condicdes normais e
patoldgicas. A membrana basal glomerular atua como uma barreira seletiva regulando
a filtracdo tanto em carga quanto em tamanho das moléculas do plasma que passam
para O espago urinario, sendo os sitios anibnicos regularmente distribuidos na
membrana basal sendo representados por proteoglicanos e glicosaminoglicanos,
principalmente proteoglicano de heparam sulfato e acido hialurdnico. Estudos
mostraram que a remogao enzimatica do proteoglicano de heparam sulfato e ndo do
acido hialurénico pode produzir alteracdes de permeabilidade na membrana basal
glomerular (KANVAR & FAQUHAR, 1979). Assim a auséncia de proteoglicanos ou um
bloqueio de suas fungdes influencia o processo de filtragao renal levando a proteinuria.
E possivel também a ocorréncia de uma desorganizacdo eletrostatica da membrana
glomerular prejudicando o processo de filtracdo, levando a excregcdo de proteinas
plasmaticas que exibem carga negativa no plasma. Devem ser considerados em
processos patoldgicos outros componentes da membrana basal como laminina,
colageno do tipo IV, entactina e fibronectina haja visto que estas macromoléculas
desempenham fungdo estrutural e participam de processos fisiolégicos (DE BARROS
SILVA et al., 1992).

LUCIANO e colaboradores (2004) demonstraram a atividade nefrotéxica do

veneno de L. intermedia em nivel de estruturas glomerulares e tubulares em
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camundongos. Analises por microscopia de luz revelaram, em relacdo aos tubulos,
hialinizacdo dos tubulos distais e proximais, vacuolizacdo de células epitelias dos
tubulos, edema intersticial e depdsito de material eosinofilico. Dados de microscopia
eletrbnica de transmissdo revelaram alteragdes incluindo desordens da membrana
basal, citotoxicidade de células endoteliais e epitélio glomerular. A presenga de uma
molécula na regido de 30kDa em extratos renais de camundongos tratados com
veneno, através do ensaio de immunoblotting utilizando anticorpos que reconhecem as
toxinas do veneno, também denota a atividade toxica renal produzida pelo
envenenamento por L. intermedia (CHAIM et al., 2006)

Biopsias renais de camundongos tratados com a toxina dermonecrotica
recombinante (LiRecDT1 — Loxosceles intermedia Recombinant Dermonecrotic Toxin)
demonstraram alteragdes histoldgicas semelhantes ao efeito nefrotdéxico do veneno
total, incluindo edema glomerular e necrose tubular (CHAIM et al., 2006). Hialinizacao
dos tubulos, deposicdo de material proteinaceo no lumen além de vacuolos e lise em
células epiteliais tubulares reforcam o efeito citotoxico direto sobre o tecido renal. Por
outro lado a resposta inflamatéria marcada por acumulo, infiltragdo ou marginalizagao
leucocitaria foi encontrada somente em bidpsias de pele, sendo ausente no processo
de injuria renal (OSPEDAL et al., 2002; DA SILVA et al., 2004; CHAIM et al., 2006).
Alteracbes da fungdo renal como alcalinizagdo da urina, hematuria, azotemia e a
associagdo com as alteragdes histopatoldgicas, evidenciam o efeito nefrotdxico
causado pela toxina dermonecratica recombinante.

Imunofluorescéncia utilizando anticorpos que reconhecem a toxina
dermonecrotica recombinante LiRecDT1, revelou deposig¢ao e ligacdo desta toxina em
estruturas renais. Células epitelias MDCK em cultura tratadas com LiRecDT1
demonstraram ligacao direta da toxina na superficie celular sob analise de microscopia
confocal, além de alteragdes morfoldgicas incluindo vacuolos citoplasmaticos, adesao
defectiva ao substrato e adesao célula-célula além de alteracédo da viabilidade celular.
A associacao dos fatos demonstra a capacidade da toxina recombinante em promover
a nefrocitotoxicidade causada pelo veneno total, contribuindo para a injuria renal

associada com o envenenamento por L. intermedia (CHAIM et al., 2006).

1.5 Caracteristicas dos Venenos Loxoscélicos
O estudo da composicdo do veneno de ofidios das familias Crotalidae e
Viperidae demonstrou semelhancas em relagdo ao veneno de Loxosceles, sendo

abundante a presenga de enzimas proteoliticas em ambos, o0 que sugere a participagao
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destas no efeito téxico do veneno (MARTINEZ-VARGAS, 1987; DA SILVEIRA et al.,
2002).

Os venenos de ofidios sdo compostos essencialmente protéicos os quais
apresentam efeitos nocivos principalmente ligados a hemostasia. A acao hemostatica
do veneno consiste na degradacdo de moléculas da matriz extracelular soluveis no
plasma como a fibronectina e fibrinogénio (WILLIANS et al., 1983). Esta degradagao
segundo alguns estudos, é responsavel pelos disturbios hematolégicos apresentados
nos acidentes com ofidios (ARAGON-ORTIZ & GUBENSEK, 1987; HITE, 1960; BODE
et al., 1993, GUTIERREZ et al., 1995), principalmente quando envolve enzimas do tipo
metaloproteases. Em relagdo as familias de metaloproteases presentes no veneno de
ofidios destaca-se a familia das reprolisinas. Estas moléculas sdo endopeptidases que
clivam praticamente todas as moléculas que compdem a matriz extracelular. Podem
atuar sobre a regulacado de processos fisiolégicos como a organizacdo das moléculas
da matriz extracelular além da participacdo na reestruturagao tecidual em doencas
invasivas como o cancer ou doengas degenerativas. A secregdo destas
metaloproteases ocorre sob forma latente sendo a ativagdo mediada pela quebra
proteolitica nos dominios pro-peptidicos especificamente sobre pontas de cisteinas, e
para que ocorra esse processo ions de metais divalentes sao requeridos.

O veneno de Loxosceles é composto basicamente por enzimas e moléculas
biologicamente ativas produzidas por glandulas situadas no cefalotérax da aranha. Em
relagdo aos constituintes protéicos do veneno predominam proteinas de baixa massa
molecular entre 5 e 40 kDa. Moléculas biologicamente ativas como sais inorganicos,
aminoacidos livres, acidos nucléicos, monoaminas e poliaminas neurotoxicas também
estdo presentes. As proteinas do veneno de L. infermedia exibem N-glicosilagdo, com
estruturas do tipo alta-manose, estruturas do tipo complexas e fucosiladas, e em menor
grau sao proteinas O-glicosiladas (GAJARDO-TOBAR, 1966, NORMENT et al., 1979;
MARTINEZ-VARGAS, 1987; VEIGA et al., 1999; VEIGA et al., 2000a; DA SILVEIRA et
al., 2002; DA SILVA et al., 2004; MACHADO et al., 2005).

Estudos de identificacdo e caracterizacdo das toxinas presentes no veneno de
Loxosceles revelaram a presenca de toxinas dermonecraéticas (fosfolipases D), que sao
os componentes mais estudados e caracterizados, hialuronidases, serino-proteases,
fosfatase alcalina e 5’-fosfohidrolase ribonucleotidica (FUTRELL, 1992; FEITOSA et al.,
1998; VEIGA et al., 2000a; DA SILVA et al., 2004).

Analises em SDS-PAGE dos venenos de diferentes espécies como L. gaucho,

L. intermedia e L. laeta revelaram composigao protéica similar, com a presenga de trés
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fragcOes principais (A, B e C). A atividade de dermonecrose do veneno esta restrita
apenas a fracdo A, que apresenta bandas nas regides entre 30 e 35 kDa. Em L.
gaucho foi isolada uma fragdo de 30 kDa na qual foram identificadas duas isoformas
denominadas Loxnecrogin A (31,4 kDa) e Loxnecrogin B (31,6 kDa) com atividade
dermonecrotica, entretanto n&do tdo intensa em relagdo a atividade produzida pelo
veneno total (BARBARO et al., 1994 e 1996).

Foram purificadas duas isoformas de uma toxina da fracdo de 35 kDa do
veneno de L. intermedia, denominadas P1 e P2 as quais apresentam atividade
esfingomielinasica (TAMBOURGI et al., 1995). Os efeitos in vivo induzidos pelas
isoformas P1 e P2 s&o equivalentes ao veneno total promovendo necrose e hemolise
dependente de complemento.

De todos os componentes presentes no veneno de L. reclusa, as toxinas
dermonecréticas, que sado fosfolipases D (descritas inicialmente como
esfingomielinases D), s&do as mais pesquisadas (RAMOS-CERRILLO et al., 2004;
BARBARO et al., 2005; ANDRADE et al., 2005). Estas podem induzir as manifestacoes
cutaneas do envenenamento, hemolise de eritrocitos e também agregacgéo plaquetaria
(FUTRELL, 1992; KURPIEWSKI et al, 1981; TAMBOURGI et al, 1998;
KALAPOTHAKIS et al., 2002; PEDROSA et al., 2002; CUNHA et al., 2003; FELICOLI,
L. F. et al., 2006).

Metaloproteases de baixa massa molecular foram identificadas no veneno de L.
intermedia, denominadas Loxolisina A (20-28k Da) e Loxolisina B (32-35 kDa). A
atividade dessas metaloproteases esta possivelmente relacionada a disturbios
hemostaticos decorrentes da atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica (Loxolisina
A), e gelatinolitica (Loxolisina B), tais como hemorragia da derme, injuria de vasos
sanguineos, interferéncia na adesao plaquetaria e também dificuldade na cicatrizagao
das lesOes cutaneas (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2001a; VEIGA et al., 2001b;
DA SILVEIRA et al., 2002; ZANETTI, et al., 2002). Estudos tém descrito a presenca de
metaloproteases em organismos como bactérias, invertebrados e mamiferos, sendo
sua fungdo atribuida, entre outras, a digestdo, processamento de peptideos
biologicamente ativos, morfogénese e eclosédo de ovos (DUMERMUTH et al., 1991;
BOND e BEYNON, 1995; MOHRLEN et al., 2003).

O estudo do perfil oligossacaridico das toxinas do veneno de L. intermedia
mostraram que a agregacgao plaquetaria e a atividade fibrinogenolitica do veneno séo
independentes dos residuos de acgucares, sendo as atividades gelatinoliticas e de

dermonecrose dependentes de acucares (VEIGA et al., 1999). Atividade gelatinolitica
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presente no veneno de L. infermedia também foi identificada por acdo de serino-
proteases de 85 e 95 kDa, além de sua participagdo em menor escala na degradagao
de caseina (VEIGA et al., 2000b)

A presenca de uma hialuronidase com atividade na degradacéo de acido
hialurdnico e residuos de proteoglicano de condroitim sulfato ainda se encontra sob
investigacdo. A mobilidade eletroforética esta entre 33 kDa e 63 kDa, e sua provavel
contribuicdo consiste na extensdo das lesdes dermonecrodticas por espalhamento
gravitacional (WRIGHT et al., 1973; FUTRELL, 1992; YOUNG & PINCUS, 2001; DA
SILVA et al., 2004; DA SILVEIRA et al., 2007).

Além das enzimas mencionadas existem outras moléculas biologicamente ativas
presentes no veneno de L. intermedia com atividade proteolitica sobre entactina,
membranas basais e o esqueleto protéico do proteoglicado de heparam sulfato de
células endoteliais (FUTRELL, 1992; VEIGA et al., 2000a; VEIGA et al, 2001b). Estes
dados sugerem que o veneno apresenta efeito nocivo sobre o endotélio dos vasos
sanguineos in vivo e também in vitro devido a redugdo na adesdo ao substrato de
células mantidas em cultivo, como mencionado anteriormente (VEIGA et al., 2001a).

O componente amiléide P do soro pode estar envolvido com a ativagao
plaquetaria, podendo ser responsavel pelos efeitos de trombose vascular, isquemia
tecidual e perda de pele no local da picada, consequentemente participando no efeito
dermonecrético provocado pelo veneno (GATES & REES, 1990). Os fenbmenos de
trombocitopenia, coagulagao intravascular e o quadro hemorragico sédo fenédmenos
dependentes de moléculas da matriz extracelular como a fibronectina plasmatica e
fibrinogénio devido a atividade proteolitica do veneno possivelmente atuar sobre esses
substratos (WILLIANS et al., 1983, DA SILVA et al., 2004). O sistema complemento do
plasma também parece participar nas atividades deletérias do veneno, especialmente
nos eritrocitos, causando uma hemodlise dependente de complemento (FUTRELL,
1992). O efeito toxico do veneno se deve a atividade em conjunto dos diferentes
constituintes, ou seja um efeito toxico sinérgico (GEREN et al., 1976).

O estudo da composigao protéica do veneno de L. gaucho realizado por
BARBARO et al. (1995) revelou constituintes como esfingomielinase D responsaveis
pelo evento de dermonecrose e obito em experimentos utilizando animais.

A atividade hemolitica do veneno de L. laeta foi estudada por BRAVO e
colaboradores (1993), que constataram efeito hemolitico direto do veneno em
eritrocitos, dependente de calcio e complemento, mas independente da participagao de

anticorpos. TAMBOURGI et al. (2000) propuseram a indugcdo da acdo de
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metaloproteases endogenas levando a clivagem de glicoforinas, consequentemente
tornando os eritrécitos susceptiveis a lise por complemento. O veneno de L. reclusa
mostrou-se capaz de inibir a quimiotaxia de neutréfilos sem, no entanto, comprometer a
atividade fagocitica. Alteragdbes nos mecanismos de coagulacdo também foram
observadas, como a redugdo do complemento sérico, aumento do tempo da atividade
parcial da tromboplastina e protrombina e reduc¢ao dos fatores de coagulagéo XlI, XI, IX
e VIII em 44% (BABCOCK, 1981). No veneno de L. reclusa néo foi constatado

atividade de colagenase, acetilcolinesterase e dipeptidase.

1.6 Producéao de soro anti-aracnideo

Anti-soros tém sido desenvolvidos para tratar o envenenamento por aracnideos
de grande interesse médico (HEARD et al., 1999; NICHOLSON et al., 2002) incluindo a
aranha viuva-negra (Latrodectus spp.), aranha-marrom (Loxosceles spp.) e a aranha
armadeira (Phoneutria spp.). A literatura tem descrito diversos relatos da producgdo de
anti-soros especificos produzidos contra Latrodectus mactans, Latrodectus hasselti,
Latrodectus indistinctus e Latrodectus geometricus. Por outro lado a utlizagdo de anti-
soros é variavel em decorréncia de diferentes condutas clinicas médicas adotadas
principalmente pela ocorréncia de reagdes de hipersensibilidade e da eficacia variavel
dos anti-soros (ISBISTER et al., 2003). Latrodectus sp. apresenta uma ampla
distribuicdo havendo mais de 40 espécies distribuidas pelo mundo. Sua picada pode
causar uma condi¢cado clinica denominada latrodecismo, caracterizada por uma dor
severa e persistente associada a efeitos neurotoxicos, embora algumas picadas
causem efeitos menores (WHITE et al., 1995; ISBISTER et al., 2002).

Trabalhos recentes relataram a utilizacdo de fragmentos Fab anti-veneno de
Loxosceles administrados por via intradérmica para o tratamento das manifestacdes
relacionadas ao quadro cutaneo caracterizado por dermonecrose. Os resultados
mostraram que a administracdo de anti-soro dentro de 4 horas apos a inoculagdo do
veneno promoveu a atenuagao das lesdes dermonecroticas (WHITE et al., 1995). Esta
constatacdo pode auxiliar na explicagao dos resultados pouco eficazes obtidos com a
terapia utilizando anti-soro no Brasil, pois 0s pacientes sdo comumente diagnosticados
mais de 24 horas apos o acidente (SEZERINO et al.,, 1998). Possivelmente esta
demora se deve a falta de dor nas primeiras horas da picada. Anticorpos monoclonais
capazes de neutralizar o efeito dermonecrético e as atividades letais da toxina
dermonecrética de 35kDa de L. gaucho foram produzidos por GUILHERME et al.

(2001). Foi demonstrada a reatividade cruzada do veneno de duas espécies de
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importancia meédica de Loxosceles na América do Norte, o que possibilita o
desenvolvimento de um unico anti-veneno para diferentes espécies de Loxosceles
(GOMEZ et al., 2001 e 2002). Soro anti-Loxosceles utilizando veneno de L. intermedia,
L. laeta e L. gaucho foi produzido pelo Centro de Produgcdo de produtos
Imunobioldgicos (CPPI - Curitiba, Parana) sendo este capaz de neutralizar alguns dos
efeitos nocivos do veneno.

A clonagem de uma toxina com atividade dermonecrética e de hemodlise
dependente de complemento foi realizada por PEDROSA et al. (2002), obtida de uma
biblioteca de cDNA da glandula de veneno de L. laeta. Trés insertos que codificam para
proteinas com uma alta similaridade com a sequéncia N-terminal de esfingomielinase D
de L. intermedia foram obtidos. A toxina recombinante foi expressa como proteina de
fusao de aproximadamente 32kDa com um tag de 6X His no sitio N-terminal. A proteina
recombinante de L. laeta exibe propriedades bioldgicas similares ao veneno total ou de
esfingomielinases purificadas, entretanto apresenta habilidade reduzida de ligagdo na
superficie de eritrocitos.

Cinco isoformas da toxina dermonecrética (fosfolipases D) do veneno de L.
intermedia foram clonadas e expressas a partir da construgdo de uma biblioteca de
cDNA. Através do sequenciamento de clones aleatérios obtidos da biblioteca de cDNA,
cinco isoformas de fosfolipases D foram obtidas (LiRecDT1-5 - Loxosceles intermedia
Recombinant Dermonecrotic Toxin) (CHAIM et al., 2006; DA SILVEIRA et al., 2006 e
2007). Através do alinhamento das sequéncias aminoacidicas entre as toxinas
dermonecréticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3, foi observada
similaridade estrutural entre estas toxinas embora suas atividades biolégicas sejam
diferentes. Esta analise por bioinformatica demonstrou que os residuos de aminoacidos
envolvidos na catalise ou na coordenacgao do ion metalico importantes para a atividade
esfingomielinasica estdo conservados entre LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDTS3.
Entretanto existem inumeras substituicdes n&o-conservativas em LiRecDT3 proximas
aos aminoacidos envolvidos com a atividade catalitica (fig. 3), as quais poderiam
modificar caracteristicas fisico-quimicas da proteina e consequentemente interferir nas
suas atividades bioldgicas, descritas posteriormente neste trabalho (DA SILVEIRA et
al., 2006).

Atividade inseticida também foi encontrada em um grupo de toxinas
(Acylpolyamine-like toxins) presentes no veneno de L. intermedia e que sao atribuidas
a paralisia das presas, mediada pelo bloqueio da transmissdo neuromuscular. Este

grupo de toxinas foi avaliado contra Spodoptera frugiperda (Lepdoptera: Noctuidade),
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um inseto que ataca o milho. Trés potenciais toxinas foram identificadas no veneno de
L. intermedia denominadas LiTx £ 1, LiTx £ 2 e LiTx £ 3, as quais foram clonadas para
posteriores avaliagdes quanto a sua atividade inseticida (DE CASTRO et al., 2004).
Estudos de identificacdo, caracterizacdo bioquimica e da atividade bioldgica
das toxinas presentes no veneno de L. infermedia tém sido intensamente realizados.
Entretanto, a atividade biolégica destas e de outras toxinas ainda n&o descritas com
possivel aplicagdo farmacoldgica, necessitam ser identificadas e avaliadas
bioquimicamente. O presente trabalho tem como intuito contribuir para o entendimento
dos mecanismos biologicos de trés toxinas dermonecroticas recombinantes presentes
no veneno de Loxosceles (LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3) e na caracterizagcéo

estrutural destas toxinas.

LiRecDTl
LiRecDT2
LiRecDT3

LiRecDT1l -EFDDHANP"ETLHﬂIP“D"GPfLJWEEHFHDFLFGLFHATTPHH’P'1
LiRecDT2 SFDDHANPEYTYHGIPUDCGRE .F!K"FN'I"HDF'TJFI'?[:E SATTPGHREE YO
LiRecDT3 : E

LiRaﬂDTl 121 I‘.-"SL;EIH:IMJ'DAI;}"FLM'HL s H YW N GHNNGEGRAY IVLSIFDLNHYPL IFISFLDCILTI
R0~ o) o A s T 3 5 L Y DN ANEAGKE LAENL LH YWNNGNNGGERAY IVLS I FDLNHY PL IKGFEDOL 'T*I:-I
LiRecDT3 121 0 S : B b (R

LiRecDT1 181
LiRecDT2 150
LiRecDT3 181

LiRecDT1l 241
LiReeDT2 220 K
LiRecDT3 241

LiRecDT1l 300
LiRecDT2 279
LiRecDT3 301

Figura 3. Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas para as toxinas
dermonecréticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3. Substituicoes
aminoacidicas conservativas para LiRecDT3 (cinza). Substituicdes aminoacidicas néo-
conservativas para LiRecDT3 (cabega de flecha). Residuos de aminoacidos envolvidos na
atividade catalitica (seta).
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2 OBJETIVOS

Objetivos gerais

Comparacdo das atividades biolégicas e das caracteristicas estruturais

moleculares das toxinas dermonecroéticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e

LiRecDT3 que compdem o veneno da aranha-marrom (Loxosceles intermedia).

Objetivos especificos

* Avaliar as propriedades biolégicas das toxinas dermonecréticas recombinantes

LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 presentes no veneno de L. intermedia.

* Analisar a homologia estrutural entre as toxinas dermonecroticas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Reagentes

Os sais utilizados e o corante Vermelho Neutro foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A triptona e extrato de levedura utilizados foram provenientes
da HiMedia (Mumbai, india). A amplicilina foi adquirida da USB (Cleaveland, OH, EUA)
e o IPTG adquirido da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). O soro fetal bovino foi adquirido
da Cultilab (Campinas, Brasil) e os meios de cultura DMEM e HAM-F12 foram
adquiridos da Gibco BRL (Bethesda, EUA). A Albumina de Soro Bovino (BSA), o agar-
agar, o anticorpo secundario policlonal anti-IlgG de camundongo e anti-IgG de coelho
além dos marcadores de massa molecular para SDS-PAGE e o corante Azul de
Coomassie foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). As membranas de
nitrocelulose foram obtidas da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA). As placas de
ELISA (96 pocos - Polysorp® e Maxysorp®) foram comprados da Nalge Nunc
International Corporation (Naperville, IL, EUA). Os substratos cromégenos OPD (o-
fenilenodiamina) e BCIP/NBT sao provenientes da Gibco BRL (Bethesda, EUA) e o
peroxido de hidrogénio proveniente da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e exigéncias estabelecidas em “Guide for the Care and Use of Experimental

Animals (Canadian Council on Animal Care).

3.2 METODOS

3.2.1 Animais

Foram utilizados individuos adultos de Loxosceles intermedia coletados na
cidade de Curitiba e regido metropolitana e de exemplares fornecidos pelo LIPAPE
(Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa em Animais Peconhentos) da UFPR.

Camundongos suicos e coelhos neozelandezes foram utilizados para os ensaios
in vivo e para a obtencdo de soro hiperimune ao veneno de Loxoscles intermedia.
Estes animais ficaram acomodados em condigdes de temperatura constante (21 + 2°C)
e luminosidade controlada (12 horas de claridade e 12 horas de escuriddo). Todos os

animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.
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3.3 Cepas de E. coli e vetores de expressao
Para a clonagem e expressao das toxinas dermonecréticas foram utilizadas as
seguintes cepas de Escherichia coli: DH50 e BL21(DE3)pLysS (One Shot). O vetor de
expressao utilizado foi pET-14b (CHAIM et al., 2006, da SILVEIRA et al., 2006 e 2007).

3.3.1 Transformacgao de células competentes

A transformacao das bactérias calcio-competentes foi realizada pela adigcao de
1L da construgdo em plasmideo pET-14b a 100 pL de suspensdo de
BL21(DE3)pLysS quimicamente competentes. As solugbes foram incubadas por 30
minutos em gelo e submetidas a um choque térmico imediato de 42 °C por 45
segundos e novamente mantidas em gelo por mais 2 minutos. Em seguida foram
adicionados 900 uyL de meio liquido SOC. As suspensbdes de bactérias foram
transferidas para tubos de aeragao e incubadas a 37 °C sob agitagao (300 rpm) por 60
minutos (CHAIM et al., 2006, da SILVEIRA et al., 2006 e 2007).

3.3.2 Plagueamento em agar LB das bactérias transformadas

As bactérias recuperadas apds a transformacao foram plaqueadas em meio LB
agar (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, cloreto de sédio 10 g/L, agar-agar 15
g/L) suplementado com ampicilina e cloranfenicol (100 ug/mL). O plagueamento foi
realizado com 100 pL da cultura de bactérias. A placa com a suspensao bacteriana foi
friccionada com alga de Gauss (estéril) até completa absorgéo (secagem) do liquido. A
placa foi incubada a 37°C por 16 h (em incubadora tipo BOD 411 D, Nova Etica,
Campinas, Brasil) e posteriormente armazenada a 4°C (CHAIM et al., 2006, da
SILVEIRA et al., 2006 e 2007).

3.3.3 Expressao heterdloga das toxinas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e
LiRecDT3 em sistema procariético

As colbnias transformadas foram previamente expandidas em 10 mL de meio
liquido LB contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL) e posteriormente
utilizadas para inocular volumes maiores de meio LB (1000 mL). Estas culturas, em
larga escala, foram mantidas a 37°C com aeragcdo constante, até D.0O.55=0,5. A
indugdo da expressdo das toxinas foi realizada pela adicdo de IPTG 0.05 mM e as
culturas foram incubadas por um periodo de 3h%z a 30°C (CHAIM et al., 2006, da
SILVEIRA et al., 2006 e 2007).
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3.3.4 Purificacao das proteinas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3
em resina Ni-NTA agarose

Apés a indugdo da expressao das toxinas recombinantes, as células foram
sedimentadas por centrifugagdo e rompidas por ultra-som em tamp&o de extragdo
(fosfato de soédio 20 mM, pH8,0; NaCl 500 mM; imidazol 10 mM). Apds centrifugagao
adicional, o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de Ni-NTA agarose para a
purificacdo das proteinas recombinantes contendo a cauda de histidina. A coluna foi
lavada exaustivamente em tampé&o de lavagem (fosfato de sddio 20 mM, pH8,0; NaCl
500 mM; imidazol 20 mM) e eluida em tampao de eluigdo (fosfato de sddio 20 mM,
pH8,0; NaCl 500 mM; imidazol 250 mM). As fragdes obtidas foram analisadas por SDS-
PAGE 12,5%, reunidas e dialisadas contra PBS 1x. As toxinas recombinantes
purificadas foram dosadas pelo método de Bradford e mantidas a -80°C até o momento
do uso (CHAIM et al., 2006, da SILVEIRA et al., 2006 e 2007).

3.4 Cultivo celular

A linhagem celular utilizada nos experimentos foi MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney). As células foram mantidas em cultura utlizando meio de cultivo DMEM/F12
(1:1) suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (10,000 IU/mL) e
mantidas a temperatura de 37°C em estufa (SANYO, modelo MCO-1SAC) contendo
5% de CO,. As aliquotas de células para estoque foram mantidas em meio DMEM/F12
acrescido de SFB a 50% e DMSO a 10% (Riedel), congeladas primeiramente a -80°C e
mantidas em nitrogénio liquido (FRESHNEY, 1992).

3.4.1 Ensaio de citotoxicidade celular pelo método de captura do vermelho neutro

As células foram cultivadas em placas de 96 pocgos (aproximadamente 1000
células por pogo) pelo periodo de 24 horas em meio de cultivo DMEM/F12
suplementado com SFB. O meio de cultivo com SFB foi removido e em seguida foi
adicionado meio sem SFB contendo as toxinas recombinantes diluidas nas
concentragbes de 10 e 50 ug/mL em hexaplicata. Os pocgos referentes ao controle
foram mantidos nas mesmas condicbes que 0s pogos submetidos ao tratamento
havendo substituicdo das toxinas recombinantes por PBS (pH 7,2).

Ap0s os periodos de 24 e 48 horas de tratamento, o meio de cultivo foi removido
e 0s pocos lavados com PBS. Adicionou-se as células a solugdao do corante Vermelho
Neutro (50 pg/mL) diluida em meio de cultivo suplementado com 10% de SFB. Apds 3h
de incubacdo a 37°C o corante foi removido e as células lavadas 2 vezes com solugao
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de formol-calcio (200 uL) e o corante eluido das células com acido acético-etanol por
15 min. Em seguida a leitura da absorbancia foi realizada em comprimento de onda de
540 nm em leitor ELISA (Bio-Rad, Madison, EUA).

3.5 Extragao de veneno loxoscélico por eletrochoque

O veneno de Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas em condicbes
apropriadas e submetidas a eletrochoque de 15 volts no cefalotérax como descrito por
FEITOSA et al., 1998. Apds a coleta, o veneno foi diluido em PBS e mantido a

temperatura de — 80 °C até o momento do uso.

3.6 Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford (azul de Coomassie)

A dosagem da concentragdo de proteinas presentes no veneno total e nas
toxinas recombinantes foi realizada através do método de Azul de Coomassie como
descrito por BRADFORD (1976). A leitura da absorbancia foi feita em comprimento de
onda de 610 nm em leitor ELISA (Bio-Rad, Madison, EUA).

3.6.1 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida na presenga de SDS

As eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) com
concentracédo de 12,5% em condi¢des redutoras como descrito (LAEMMLI et al.,1970).
Para o ensaio de western-blotting, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose pelo periodo de 16 horas a 4°C em 25V, como descrito por TOWBIN et al.
(1979).

3.6.2 Coloracgao de géis de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida foram corados utilizando solugdo corante contendo
(Azul brilhante de Coomassie 0,02% (p/v), dissolvido em metanol 50% (v/v), acido
acético 10% (v/v) e agua deionizada qsp 100mL (v/v). Os géis foram mantidos nesta
solugdo por vinte minutos em temperatura ambiente, sob agitagdo constante e
descorados com sucessivas trocas de solu¢cado descorante (metanol 50% (v/v), acido
acético 10% (v/v) e agua destilada q.s.p. 100 mL) (FAIRBANKS et al., 1971).

3.6.3 Reagoes de immunoblotting
As membranas de nitrocelulose contendo o material para analise foram
previamente bloqueadas utilizando tampao PBS/Molico (low fat milk) 5% (p/v), pelo

periodo de uma hora e incubadas por duas horas a temperatura ambiente sob agitagéao
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constante com anticorpo policlonal (10 ug/mL - IgG a-veneno total) diluido em PBS/
Molico 5%. Em seguida foram feitas 10 lavagens com tampdo PBS/molico e
posteriormente foi adicionado anticorpo secundario por 1 hora (1:1000 - anti-IgG de
coelho), conjugado a fosfatase alcalina e a reagao revelada utilizando os cromdgenos
BCIP/NBT, conforme descrito por HARLOW & LANE (1988).

3.6.4 Reagoes de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

A placa foi sensibilizada com 10 pg/mL das toxinas dermonecroticas
recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e com o veneno total de L. intermedia
(100 pL) pelo periodo de 2 horas em “camara umida”. Em seguida os pogos foram
lavados com PBS 1X e bloqueados utilizando PBS 1X contendo 0,1% de BSA (200 pL)
por 2 horas. Posteriormente foi adicionado anticorpo primario que reconhece o veneno
total de L. intermedia (100 pL - 0,1ug/mL, 0,25ug/mL, 0,5ug/mL e 1ug/mL) por 2 horas
em temperatura ambiente. Em seguida a placa foi lavada 5 vezes utilizando PBS-tween
0,01% (200 pL) e entdo foi adicionado o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (100 pL - 1:10000 - anti-lgG de coelho) pelo periodo de 1 hora. Apos a
lavagem com PBS-tween 0,01%, foi realizada uma lavagem utilizando tampé&o citrato-
peroxidase (200 pl - fosfato monossédico 50mM; acido citrico 24mM; pH 5,2). A reagao
colorimétrica foi revelada utilizando OPD e a leitura da absorbancia em 490 nm
(HARLOW & LANE, 1988).

3.6.5 Ensaio de mortalidade em camundongos induzida por LiRecDT1, LiRecDT2,
LiRecDT3 e veneno total de L. intermedia

A mortalidade em camundongos induzida pelo veneno de L. intermedia é
atribuida a fracdo dermonecrotica do veneno (FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2004;
BARBARO et al., 1996).

Para demonstrar a atividade das toxinas no efeito de mortalidade, camundongos
suicos (grupos de 5 animais) receberam por via intra-peritonial 50 uyg e 100 ug (para
cada 30 g de peso corporal) de veneno total e toxinas recombinantes LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3. Como controle negativo do experimento foi inoculada uma
metaloprotease (toxina recombinante de L. intermedia que n&o possui atividade
dermonecrética). A mortalidade dos camundongos foi avaliada nos periodos de 24

horas e 48 horas, em intervalos de 1 hora.
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3.6.6 Ensaio de atividade edematogénica de LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e

veneno total de L. intermedia

Grupos de 5 camundongos foram inoculados por via subcutanea na pata direita
com 5 ug de LiRecDTH1, LiRecDT2, LiRecDT3 e veneno total de L. intermedia (diluidos
em PBS 1X estéril). O grupo controle recebeu apenas PBS 1X. A formagao de edema
foi estimada através da medicdo do aumento da espessura da pata utilizando
paquimetro, em diferentes intervalos de tempo (10min, 20min, 30min, 1h, 2h, 4h, 6h,
8h, 12h e 24h) (LOMONTE et al., 1993).

3.6.7 Ensaio de atividade hemolitica de LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e veneno
total de L. intermedia

Eritrocitos humanos ORh* (5x108 células por mL) diluidos em TEA-G (0,025M de
trietanolamina, 5x10* M de MgSO,, 1,5x10* M de CaCl,, 0,05% de gelatina, pH 7,4)
foram adicionados a 200 pL de LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e veneno total de L.
intermedia na concentracdo de 8 ug/mL em tampao TEA-G. Apds a incubacao pelo
periodo de 1h a 37°C, os eritrécitos foram lavados utilizando tampado TEA-G e em
seguida resuspendidos em 400ul de TEA-G e posteriormente incubados com 100 pL de
soro humano (ORh") pelo tempo de 1h a 37°C. A leitura da absorbancia das amostras
foi feita em 541 nm em leitor ELISA (Bio-Rad, Madison, EUA). Como controle negativo

para a reacgao foi utilizado veneno total de Phoneutria sp.

3.6.8 Experimento de dicroismo circular (DC) das toxinas LiRecDT1, LiRecDT2 e
LiRecDT3

Para realizar a medicdo do espectro de dicroismo circular, as toxinas
dermonecroéticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 foram dialisadas a
4°C contra tampao contendo 10 mM de fosfato de sdédio, pH 7,4. O espectro foi
coletado em espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corp., Téquio, Japao) utilizando
cubeta de 1 mm de espessura. Cada espectro (intervalo de 0,5 nm) consistiu na média
de 8 medicbes realizadas na taxa de 50 nm/min utilizando tempo de resposta de 8
segundos e largura da banda de 1 nm. A temperatura foi mantida constante (25°C). As
estruturas secundarias das toxinas dermonecroticas recombinantes foram estimadas
utiizando o software Dichroprot 2000 1.0.4 através do método Self Selcon 3
(DELEAGE & GEOURJON, 1993).
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3.7 Andlise Estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando analise de variancia
(ANOVA) sendo as médias comparadas utilizando o teste T de Student, através do
software GraphPad Instat (versdo 3.0 / Windows 2000). Os valores + erro padrdo da
média (EPM) foram utilizados (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise comparativa dos efeitos das toxinas dermonecroéticas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 sobre a viabilidade celular e morfologia em
linhagem MDCK

Em relagdo ao ensaio de morfologia, o tratamento com as toxinas LiRecDT1 e
LiRecDT2 induziu a formacédo de vacuolos no citoplasma, alteracdo do espalhamento
celular e perda da adesao célula-célula e também em relagdo ao substrato (fig. 4). Nao
foram observados os efeitos de alteragao da morfologia nas células MDCK em relagéo
ao tratamento com a toxina dermonecrética recombinante LiRecDT3. A morfologia das
células MDCK tratadas com LiRecDT3 mostrou-se semelhante a morfologia das células
dos pogos controle (fig. 4). O efeito citotdxico e de alteragdo da morfologia celular vém
confirmar os dados histopatolégicos recentemente publicados que demonstram injuria
renal por agcao de LiRecDT1, além de reforcar a idéia de similaridade entre as toxinas
dermonecroticas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT2 (da SILVA et al., 2004, CHAIM
et al, 2005, da SILVEIRA et al., 2006 e 2007).

Com o intuito de corroborar os dados que demonstram o efeito citotdxico direto
em celulas renais provocado pelo veneno total e pela toxina LiRecDT1, células
epiteliais de rim (MDCK) foram incubadas com as toxinas dermonecréticas LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3 nas concentragdes de 10 uyg/mL e 50 pg/mL, e avaliadas no
periodo de 24 horas e 48 horas apds a incubagdo. Como mostrado na figura 5, o
experimento de viabilidade celular indicou alteragdes significativas na viabilidade das
células tratadas com o veneno total, LiRecDT1 e LiRecDT2 em relagdo ao controle
negativo. Em contrapartida ndo houve reducdo da viabilidade celular das células

tratadas com a toxina LiRecDT3.
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Figura 4. Efeito de LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e veneno total na morfologia de células epiteliais
tubulares (MDCK). Células MDCK expostas as toxinas dermonecréticas recombinantes e ao veneno total
foram observadas em microscopio invertido nos periodos de 24h e 48h apds o tratamento. As toxinas
dermonecréticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e o veneno total induziram vacuolizagdo do
citoplasma, formacgao de bolhas, alteracao do espalhamento celular e a perda da adesao célula-célula e ao
substrato. O tratamento com LiRecDT3 nao provocou alteragdo da morfologia das células MDCK.
Magnificagédo: 200X.
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Figura 5. Ensaio de citotoxicidade pelo método do vermelho neutro. O efeito citotdxico das toxinas
dermonecroticas LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 foi determinado apds 24h e 48h nas concentragdes
de 10ug/mL e 50ug/mL. O experimento foi realizado em hexaplicata e os valores dados pela média +
SEM. A significancia é definida como*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

4.2 Atividade hemolitica das toxinas dermonecréticas de L. intermedia

Com o objetivo de avaliar a atividade hemolitica dependente de complemento
das toxinas dermonecroticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e do
veneno de L. intermedia, foi realizado um ensaio de hemdlise. Eritrocitos humanos
foram incubados com 10 pg/ml de toxina dermonecrética recombinante (ou veneno
total) pelo periodo de 1h a 37°C e posteriormente incubados com soro (1h a 37°C). Os
resultados dos experimentos mostraram que houve hemdlise de 100% para o veneno
total de Loxosceles intermedia, em comparagdo com o controle negativo (veneno total
de Phoneutria sp.), e em relagéo as toxinas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT2 o
efeito hemolitico foi similar exibindo 33%. Em contrapartida, a toxina LiRecDT3
produziu apenas efeito hemolitico reduzido (5,8%). Os dados estdo representados na

figura 6).
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Figura 6. Ensaio de atividade hemolitica. Os resultados demonstraram efeito hemdolitico de
100% para o veneno total de Loxosceles, em comparagdo com o controle negativo (Ph -
veneno total de Phoneutria sp.). O efeito de hemdlise para as toxinas recombinantes LiRecDT1
e LiRecDT2 foi de 33%. Em relagao a toxina LiRecDT3 houve hemdlise de 5,8%.

4.3 Ensaio de atividade edematogénica das toxinas dermonecréticas
recombinantes

Alteracdes histopatoldgicas causadas pelas toxinas dermonecroticas incluindo a
formagao de edema na derme, a presenca de um infilirado de células inflamatérias e
alteragdes na integridade dos vasos sanguineos tém sido reportados na literatura
(SUNDERKOTTER et al., 2001; da SILVA et al., 2004; da SILVEIRA et al., 2007). Para
avaliar o potencial das toxinas dermonecroéticas recombinantes na participagdo da
formagdo de edema, a injecdo intradérmica de 5 ug das toxinas dermonecroticas
LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 e de veneno total foi administrada na pata traseira de
camundongos, sendo a formacdo de edema acompanhada no periodo de 24 horas
(LOMONTE et al., 1993).

Aumento na espessura da pata foi observado rapidamente apds a inoculagao
das toxinas LiRecDT1, LiRecDT2 e veneno total sendo o pico nos primeiros 20
minutos. Apos 20 minutos a atividade edematogénica de LiRecDT1, LiRecDT2 e

veneno total se reduz gradativamente e desaparece por completo no tempo de 24
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horas. Em contraste, a inoculacdo de LiRecDT3 promoveu atividade edematogénica

reduzida e transitoria no periodo observado (fig. 7).
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Figura 7. Ensaio de atividade edematogénica. Cada ponto da figura representa os
valores dados pela média + SEM (n=5) no periodo de 24h de estudo apds inoculagéo de
5 ug de veneno total e de toxinas dermonecroéticas. A capacidade de provocar edema foi
significativa (p<0,05) para as toxinas LiRecDT1, LiRecDT2 e veneno. N&o foi observada
diferenca significativa em relacdo a toxina LiRecDT3 e ao controle negativo (injegéo de
PBS).

4.4 Ensaio de letalidade em camundongos induzida por toxinas dermonecréticas
recombinantes de L. intermedia

O efeito de letalidade do veneno de L. intermedia é atribuido a sua fragao
dermonecrética (FUTRELL, 1992; BARBARO et al., 1996; da SILVA et al., 2004). Com
0 objetivo de demonstrar a participagdo das toxinas dermonecroéticas neste efeito e
avaliar a funcionalidade das toxinas recombinantes, camundongos sui¢cos foram
expostos as toxinas LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3, além do veneno total nas
concentragbes de 50 ug e 100 pg (para cada 30 g de peso corporal). A taxa de
mortalidade foi determinada apds o periodo de 24h e 48h de observacédo. O veneno
total e as toxinas LiRecDT1, e LiRecDT2 induziram mortalidade em camundongos
mesmo com a menor dose inoculada (50ug) no periodo de 24h. A inoculagdo da toxina
LiRecDT3, bem como a inoculagcdo de uma toxina recombinante que n&o possui
atividade dermonecroética (controle negativo), ndo provocou mortalidade nos animais

(resultados demonstrados na tabela 1).
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Mortalidade
(%) 50ug 100pg

24h 48h 24h 48h
Veneno total 3/5 (60%)  5/5(100%) |5/5(100%) 5/5 (100%)
LiRecDT1 2/5 (40%)  3/5(60%) |3/5(60%) 5/5 (100%)
LiRecDT2 3/5(60%) 3/5(60%) |3/5(60%) 5/5 (100%)
LiRecDT3 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)
Controle negativo 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)

Tabela 1. Efeito de mortalidade em camundongos expostos as toxinas dermonecréticas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e ao veneno total de L. intermedia.

4.5 Ensaios de reatividade imunolégica cruzada das toxinas dermonecréticas
recombinantes

Com o intuito de reforcar a similaridade entre as toxinas dermonecréticas
demonstrada pelo alinhamento das sequéncias nucleotidicas (DA SILVEIRA et al,
2006), foram realizados ensaios de reatividade cruzada através de immunoblotting
(reconhecimento de epitopos lineares) e ensaio de ELISA de captura (reconhecimento
de epitopos conformacionais) com as toxinas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e
LiRecDT3. Foi utilizada IgG purificada (produzida em coelho) que reconhece o veneno
total de L. intermedia (a-VN).

No experimento de immunoblotting, as toxinas foram submetidas a SDS-PAGE
12,5% sob condigbes redutoras (2,5 ug de proteina), transferidas para membrana de
nitrocelulose e imunomarcadas com IgG anti-veneno total de L. intermedia (fig. 8A).

No ensaio de ELISA, as placas foram sensibilizadas com 10 ug/mL das toxinas
dermonecraoticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e com o veneno de L.
intermedia. As toxinas LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 foram incubadas com
anticorpos policlonais que reconhecem o veneno total de L. intermedia, nas
concentragdes de 0,1 pg/mL, 0,25 yg/mL, 0,5 pg/mL e 1 pg/mL. A ordem decrescente
de reatividade observada foi: LiRecDT1, LiRecDT2, veneno total e LiRecDT3 (fig. 8B).

Os resultados destes ensaios demonstraram que ha reatividade cruzada entre

LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 devido a similaridade de epitopos entre as toxinas
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dermonecroticas recombinantes, através do reconhecimento pelo anti-soro produzido
contra o veneno total e que este contém proteinas nativas similares as toxinas

dermonecroéticas.
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Figura 8. Ensaio de reatividade cruzada das toxinas dermonecroéticas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e do veneno total de L. intermedia. (A) As toxinas
dermonecroticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3 e o veneno total na
concentragdo de 2.5ug foram separados por SDS-PAGE (12.5%) sob condigbes redutoras,
transferidas para membranas de nitrocelulose as quais foram expostas a anticorpos
purificados que reconhecem o veneno total. Os marcadores moleculares sao mostrados na
esquerda da figura. (B) Ensaio de reatividade cruzada por ELISA das toxinas
dermonecroticas recombinantes e veneno total utilizando IgG de coelho purificada que
reconhece o veneno total de L. intermedia.
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4.6 Avaliagao do dicroismo circular das toxinas dermonecroéticas recombinantes
LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3

Com o objetivo de analisar a similaridade estrutural e a conformacgéao correta das
toxinas dermonecréticas recombinantes, foi realizado o espectro de dicroismo circular
(DC) de LiRecDTH1, LiRecDT2 e LiRecDT3. O Espectro de DC foi coletado na regiao de
190-260 nm. A analise de deconvolucao foi obtida utilizando o software Dichroprot 2000
1.0.4. As toxinas dermonecréticas LiRecDT1 e LiRecDT2 (que apresentam atividades
biolégicas) mostraram similaridade nos espectros obtidos (fig. 9). Na tabela 2 estao
demonstradas as diferentes fracdes dos elementos de estrutura secundaria para as
toxinas dermonecroticas recombinantes LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3. A analise
de deconvolugdo da toxina recombinante LiRecDT3 mostrou um aumento significativo
na fracédo de a-hélice (27,5%), enquanto o conteudo de folha- (16,3%) mostrou uma
diminuicdo em comparagdo com as isoformas ativas LiRecDT1 (a-hélice: 22,3%; B-
sheet: 21,5%) e LiRecDT2 (a-hélice: 24,8%; folha-B: 19,4%), sugerindo que
provavelmente esta toxina tenha uma conformagéo molecular diferente de LiRecDT1 e

LiRecDT2. A comprovacgao sera realizada por cristalografia e difracéo de raios X.
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Figura 9. Espectro de dicroismo circular das toxinas dermonecréticas recombinantes LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3. O espectro foi obtido utilizando as toxinas em tampao contendo 10 mM de
fosfato de sédio, pH 7,4, a 25°C. A estimativa da estrutura secundaria foi realizada utilizando o software
Dichroprot 2000 1.0.4.

PROTEINA
RECOMBINANTE a-hélice (%) folha-B (%) B-turn (%)  Outras (%)
LiRecDT1 22,3 21,5 12,9 39,5
LiRecDT2 24,8 19,4 12,9 40,2
LiRecDT3 27,5 16,3 13,8 39,8

Tabela 2. Contelidos de estrutura secundaria das toxinas dermonecréticas recombinantes LiRecDT1,
LiRecDT2 e LiRecDT3 determinadas pelo dicroismo circular.
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5. DISCUSSAO

Publicacbes recentes tém dado suporte a idéia de que as toxinas
dermonecroticas presentes no veneno de L. intermedia sao componentes de uma
familia de toxinas produzidas por espécies do género Loxosceles. Através de analises
imunoldgicas foi encontrada reatividade cruzada entre as toxinas dermonecroticas de
diferentes espécies de Loxosceles como L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (BARBARO
et al., 1996), além de homologia entre as toxinas dermonecréticas de L. reclusa e L.
deserta (GOMEZ et al., 2001). Resultados provenientes de analise proteémica deram
suporte a esta afirmacdo por demonstrar a presenca de 11 isoformas de toxina
dermonecraética no veneno de L. gaucho (MACHADO et al., 2005).

Foram encontradas no veneno de L. intermedia cinco fosfolipases D (LiRecDT1-
5) pertencentes a familia de toxinas dermonecréticas identificadas com base na
predicao da sequéncia aminoacidica através do cDNA, demonstrado por DA SILVEIRA
et al (2007). A sequéncia primaria destas toxinas mostra uma sequéncia-sinal seguida
da sequéncia da proteina madura. Além da analise comparativa por bioinformatica
entre as cinco isoformas de fosfolipases D, a similaridade estrutural entre as toxinas
LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDT3 foi confirmada por ensaios imunoldgicos. No
experimento de immunoblotting foi observada reatividade cruzada entre as trés
isoformas (fig. 8) ao se utilizar anticorpos que reconhecem o veneno total de L.
intermedia. Este dado sugere que ha conservagao antigénica entre as toxinas
dermonecroticas recombinantes e que estas proteinas sado similares as toxinas nativas
presentes no veneno de L. intermedia. Os dados provenientes do ensaio de ELISA (fig.
8B) corroboram com os dados de immunoblotting e demonstram reatividade cruzada
entre as toxinas recombinantes superior a reatividade do veneno total, sendo esta
maior para LiRecDT1, LiRecDT2 e em seguida LiRecDT3, sugerindo que os epitopos
presentes nessas toxinas sdo fortes determinantes antigénicos, além de inferir a
existéncia de sub-familias de toxinas dermonecréticas intra-espécie como proposto
anteriormente por DA SILVEIRA et al (2006). Na figura 8 ficou evidenciado que
LiRecDT3 possui menor reatividade cruzada do que LiRecDT1 e LiRecDT2. Esta
diferenca é provavelmente decorrente da estrutura conformacional e da presenca de
diferentes epitopos nesta toxina. Por outro lado a habilidade de LiRecDT3 em deflagrar
intensa resposta inflamatoria, entretanto sem provocar lesdo dermonecrética pode ser
devido a mecanismos ainda nao conhecidos envolvidos em tais atividades (DA
SILVEIRA et al., 2006). A atividade reduzida de LiRecDT3 com relagdao a atividade
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fosfolipasica e disturbios vasculares torna esta toxina efetiva na indugdo de resposta
inflamatodria, entretanto o numero de células inflamatdrias recrutadas nao é suficiente
para causar dermonecrose, dessa forma induzindo apenas eritema no local da
inoculagdo (DA SILVEIRA et al., 2007). Embora nao tenha sido demonstrado
correlacdo direta entre a atividade esfingomielinasica e dermonecrose, é possivel a
existéncia de correlacdo destas atividades. Esta hipdtese é sustentada pelo fato das
esfingomielinases serem capazes de gerar acido lisofosfatidico, que entre outras
atividades, promove a inducdo de resposta inflamatéria e agregacao plaquetaria
(FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2004; LEE & LYNCH, 2005).

Embora sejam diferentes as atividades bioldgicas de LiRecDT1 e LiRecDT2 em
relacdo a LiRecDT3, os residuos de aminoacidos envolvidos na catdlise ou na
coordenagao do ion metalico importantes para a atividade esfingomielinasica estao
conservados nessas toxinas (DA SILVEIRA et al., 2006). Uma suposta explicagao para
as diferencgas de atividade descritas poderia residir na alta similaridade entre LiRecDT2
e LiRecDT1 (89%) e na similaridade reduzida entre LiRecDT3 e LiRecDT1 (apenas
45%), decorrente de substituicdes de aminoacidos. Existem inumeras substituicdes
nao-conservativas em LiRecDT3 proximas aos aminoacidos envolvidos com a atividade
catalitica. Essas substituicdes poderiam modificar caracteristicas fisico-quimicas do
sitio catalitico e da proteina como um todo (DA SILVEIRA et al., 2006). A analise de
uma toxina dermonecroética de L. laeta através de cristalografia, permitiu a MURAKAMI
et al. (2006) a proposicao de uma classificacdo das toxinas dermonecroéticas de
Loxosceles (em relagao a atividade enzimatica, baseado em dados bioquimicos e
estruturais anteriormente obtidos de isoformas de L. boneti (RAMOS-CERRILLO et al.,
2004). Dessa forma as esfingomielinases de Loxosceles poderiam ser classificadas em
classe | e classe Il. As toxinas pertencentes a classe | apresentam apenas 1 ligagao
dissulfeto intracadeia e um "loop" hidrofébico extendido. E as moléculas de classe I,
contendo uma ligagéo dissulfeto adicional, a qual poderia unir um "loop" variavel mais
curto ao "loop" catalitico. De acordo com esta classificacdo ainda haveria uma
subdivisdo da classe Il de fosfolipases em lla, compreendendo moléculas capazes de
hidrolisar esfingomielina e llb como nao capazes de promover hidrolise.

A atividade catalitica das toxinas da classe Ilb seria menor possivelmente pelas
substituicdes nas posi¢des 95 (Gly — Asn) e 134 (Pro — Glu) destas moléculas, o que
modificaria o ambiente fisico-quimico nas proximidades do sitio ativo. Com base nesta
classificagcdo as 3 isoformas de toxina dermonecroética de L. intermedia analisadas,

pertenceriam a classe |l por apresentarem 4 residuos de cisteina que poderiam estar
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envolvidos com a formagao de 2 ligacdes dissulfeto. As toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2
pertenceriam ao tipo lla e LiRecDT3 ao tipo lIb (devido a reduzida atividade enzimatica
e biologica além da presenga de substituicdes Gly por Asn na posigdo 122, e na
substituicdo de Pro por Glu na posi¢ao 161). Embora n&o seja possivel inserir as
isoformas LiRecDT4 e LiRecDT5 nesta classificagdo, a atividade intermediaria de
LiRecDT4 (que apresenta apenas a substituicdo de Gly122 — Asn) e a atividade
residual da LiRecDT5, a qual apresenta apenas a substituicdo de Gly122 por Lys pode
de certa forma explicar essas diferencas de atividade.

Dados estimativos referentes a estrutura secundaria das toxinas
dermonecroticas recombinantes, obtidos através do experimento de dicroismo circular,
estao representados na tabela 2 e reforcam as diferencas estruturais entre LiRecDT1 e
LiRecDT2, comparadas com LiRecDT3. O conteudo dos elementos de estrutura
secundaria a-hélice e folha-f se mostraram similares entre as toxinas recombinantes
LiRecDT1 (a-hélice: 22,3%; folha-B: 21,5%) e LiRecDT2 (a-hélice: 24,8%; folha-{:
19,4%). O espectro de dicroismo circular de LiRecDT3 mostrou-se diferente dos
espectros das toxinas dermonecroéticas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT2 (fig. 9),
as quais possuem atividade bioldgica. Houve diferencas significativas na estimativa das
estruturas secundarias para LiRecDT3 em relacdo a LiRecDT1 e LiRecDT2. Foi
observado para LiRecDT3 um aumento significativo no conteudo de a-hélice (27,5%) e
decréscimo no conteudo de folha-B (16,3%) em comparagéo com os valores referentes
a LiRecDT1 (a-hélice: 22,3%; folha-B: 21,5%) e LiRecDT2 (a-hélice: 24,8%; folha-[3:
19,4%). Estes resultados juntamente com os dados de similaridade por analise
filogenética (89% entre LiRecDT1 e LiRecDT2 e 45% entre LiRecDT1 e LiRecDT3)
evidenciam a correlagdo entre a homologia estrutural das toxinas dermonecréticas
recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT2 comparadas com LiRecDT3, em relagdo ao grau
de suas atividades bioldgicas.

Evidéncias de funcionalidade e similaridade das moléculas LiRecDT1, LiRecDT2
e LiRecDT3 recentemente publicadas na literatura consistem na atividade inflamatoria
desencadeada pelas toxinas, efeito dermonecrético, atividade esfingomielinasica,
indugdo na agregacao plaquetaria e de alteracdo da permeabilidade vascular (da
SILVA et al, 2004; CHAIM et al., 2006; DA SILVEIRA et al., 2007). Estudos
histologicos de amostras de pele coletadas apos inoculacdo das toxinas
dermonecroticas LiRecDT1 e LiRecDT2 também apontam para sua funcionalidade,
sendo a histopatologia similar em comparagao com a aplicagdo do veneno total,

ocorrendo edema, exsudacao proteinacea e recrutamento de células inflamatérias além
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de inchacgo, eritema, isquemia e necrose (FUTRELL, 1992; VEIGA et al., 2001;
OSPEDAL et al., 2002; ZANETTI et al., 2002).

Ao reportar dados da indugéo de agregacgao plaquetaria provocada pelo veneno
de L. intermedia por da SILVA et al. (2004) e que esta atribuida a fragao
dermonecrética presente neste, um ensaio de agregacado plaquetaria in vitro foi
realizado. A utilizagcdo das toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2 demonstraram atividade de
agregacao plaquetaria semelhante a do veneno total, sendo reduzida a atividade obtida
com LiRecDT3 em comparagao com as demais toxinas (DA SILVEIRA et al., 2007). No
ensaio de mortalidade em camundongos apenas as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2
provocaram a morte dos animais no periodo de 24 horas (Tabela 1). Os animais
expostos as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2 apresentaram letargia, tremor e postura de
estiramento do corpo (0 que sugere desconforto fisico). A toxina LiRecDT3 que
apresenta apenas 45% de identidade estrutural com a toxina LiRecDT1 (a qual
apresenta intensa atividade biolégica e que reproduz de modo similar os efeitos
provocados pelo veneno total), ndo induziu mortalidade e nem alteracdo do
comportamento nos animais. Em contrapartida, a similaridade de LiRecDT2 em relagao
a LiRecDT1 é de 89%, justificando o efeito de letalidade em camundongos. Este
experimento em conjunto com os resultados provenientes da agregac¢ao plaquetaria
reforgca as diferengas na atividade biolégica das toxinas recombinantes e corrobora com
os dados de homologia publicados (DA SILVEIRA et al., 2006).

O mecanismo envolvido na atividade hemolitica do veneno de L. intermedia é
um evento indireto e que depende da via alternativa do sistema complemento. Este
efeito é provocado pelas toxinas dermonecroéticas presentes no veneno, através de sua
atividade de fosfolipase D. Os resultados obtidos no ensaio hemolitico (fig. 6)
mostraram atividade de hemdlise para o veneno total de L. intermedia (100%) e de
33% para as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2 (FUTRELL, 1992; TAMBOURGI et al.,
1995; DA SILVA et al.,, 2004). O efeito hemolitico semelhante entre LiRecDT1 e
LiRecDT2 corrobora com os demais ensaios realizados, reafirmando a similaridade
estrutural e a conservagao antigénica entre estas duas toxinas dermonecréticas em
comparacao com LiRecDT3, a qual apresentou reduzida atividade hemolitica (5,8%).
TAMBOURGI et al. (2000) demonstraram o potencial hemolitico inferindo que o veneno
de L. infermedia promove a clivagem de uma metaloprotease endégena que por sua
vez atua sobre glicoforinas da superficie dos eritrocitos, facilitando a lise mediada pelo
sistema complemento. Nos casos de loxoscelismo sistémico, a ocorréncia de hemdalise

intravascular e anemia hemolitica é decorrente desta propriedade hemolitica do veneno
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(FUTRELL, 1992; WILLIAMS et al., 1995; DA SILVA et al., 2004; SWANSON e
VETTER, 2006).

Como dito anteriormente, as substituicbes semi-conservativas ou nao
conservativas de aminoacidos que promovem desestabilizagdo ou desorganizagéo do
sitio catalitico podem explicar as diferengas na funcionalidade das toxinas
dermonecraoticas. Além disso, estudos com base em analise filogenética demonstraram
a similaridade da toxina LiRecDT2 com outras toxinas de L. intermedia com intensa
atividade biologica, incluindo a toxina LiRecDT1. Por outro lado a toxina LiRecDT3 esta
classificada em uma sub-familia diferente a qual inclui toxinas de L. boneti e L. laeta,
para as quais nao foram descritas atividades biologicas (DA SILVEIRA et al., 2006).

Alteragbes histopatoldgicas consistindo no recrutamento de células inflamatdrias,
alteragdes na integridade dos vasos sanglineos e a formacao de edema na derme tém
sido reportados na literatura (SUNDERKOTTER et al., 2001; da SILVA et al., 2004; DA
SILVEIRA et al., 2007). A alteragdo da integridade vascular induzida por LiRecDT1 e
LiRecDT2 foi demonstrada em camundongos por DA SILVEIRA et al (2006), sendo
intensa a alteragao provocada por estas toxinas, com efeito semelhante ao do veneno
total. Confirmando estes dados de alteragao de permeabilidade vascular, a inducéao da
formagédo de edema foi demonstrada através da inoculagdo de LiRecDT1 e LiRecDT2
em camundongos, promovendo efeito edematogénico significativo demonstrado na
figura 7. LiRecDT3, que é a isoforma que apresenta atividades bioldgicas reduzidas,
nao provocou edema nos animais testados. Estes dados também fornecem subsidios
para a teoria de que a ocorréncia de dermonecrose nao esta relacionada ao aumento
da permeabilidade vascular, pois camundongos apresentam alteracdo de
permeabilidade mas ndo desenvolvem dermonecrose. O mecanismo de atuagao do
veneno de Loxosceles permanece sob investigagdo, sendo a resposta inflamatoria
essencial na lesdo dermonecrética. As toxinas dermonecroticas induzem uma ativagao
indireta desregulada de neutréfilos por meio de células endoteliais (SMITH & MICKS,
1970; FUTRELL, 1992; PATEL et al.,, 1994; da SILVA et al., 2004). O suposto
mecanismo de atuacao das toxinas dermonecréticas no aumento da permeabilidade
vascular seria pela inducdo de resposta inflamatéria e infiltragcdo de leucdcitos na
derme (SUNDERKOTTER, et al., 2001; da SILVA et al., 2004). Além disso o efeito
direto das toxinas dermonecréticas na ativacdo e citotoxicidade sobre o endotélio
poderia provocar disturbios na parede de vasos sanguineos gerando aumento da
permeabilidade vascular (PATEL et al., 1994; VEIGA et al., 2001; PALUDO et al.,
2006).
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CHAIM et al. (2006) demonstraram alteragbes na morfologia e o efeito
nefrotdxico in vitro em células epiteliais de rim (MDCK) quando tratadas com LiRecDT1.
Os efeitos de vacuolizacado citoplasmatica, disfungcdo no espalhamento das células e
reducado da viabilidade celular caracteristicos do tratamento com LiRecDT1, também
foram observados em células tratadas com LiRecDT2 o que reafirma a atividade
biolégica semelhante entre estas duas toxinas. O tratamento de células MDCK com
LiRecDT3 nédo provocou os efeitos anteriormente citados (fig. 4). No ensaio de
citotoxicidade pelo método de captagao por endocitose de corante (Vermelho Neutro),
foi observada redugao da viabilidade celular com o tratamento utilizando LiRecDT1 e
LiRecDT2 no periodo de 24h (fig. 5). Estes efeitos observados podem ser atribuidos a
alteragao de permeabilidade celular pela agdo das toxinas recombinantes (WILLINGER
et al.,, 1995; PETIT et al., 2003). A toxina LiRecDT3 nao provocou alteracdo da
morfologia e tampouco a reducdo da viabilidade celular, reforcando os dados de
homologia que classificam LiRecDT3 como sendo parte de uma sub-familia de toxinas

dermonecroticas com atividade bioldgica residual.
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6 Conclusao

Os resultados do ensaio de morfologia com células de epitélio renal (MDCK)
tratadas com LiRecDT2 promoveram vacuolizagdo citoplasmatica, disfungdo no
espalhamento das células e perda da adesdo célula-célula e ao substrato,
caracteristicos do tratamento com LiRecDT1, o que reforga os dados de homologia e a
atividade bioldgica diferencial entre LiRecDT1, LiRecDT2 e LiRecDTS3.

No ensaio de citotoxicidade em células MDCK houve reducido de viabilidade
celular com o tratamento utilizando LiRecDT1 e LiRecDT2. O tratamento com
LiRecDT3 n&o provocou redugéo da viabilidade celular.

Com relacéo a atividade de hemolise do veneno de L. intermedia, os resultados
obtidos demonstraram atividade hemolitica para o veneno total de L. intermedia (100%)
e de 33% para as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT2. A hemdlise induzida por LiRecDT3 foi
apenas residual (5,8%). O efeito hemolitico semelhante entre LiRecDT1 e LiRecDT2
corrobora com os demais ensaios realizados, reafirmando a similaridade estrutural e a
conservagao antigénica entre estas duas toxinas dermonecraéticas.

Confirmando os dados de alteragao de permeabilidade vascular (da SILVEIRA et
al., 2006), a indugéo da formagéao de edema foi demonstrada através da inoculagao de
LiRecDT1 e LiRecDT2 em camundongos, provocando efeito edematogénico intenso.
LiRecDT3, que é a isoforma com menor atividade bioldgica, nédo provocou edema em
camundongos. Estes dados também fornecem subsidios para a teoria de que a
ocorréncia de dermonecrose ndo esta relacionada ao aumento da permeabilidade
vascular, pois camundongos apresentam alteracdo de permeabilidade mas n&o
desenvolvem dermonecrose.

No ensaio de mortalidade em camundongos apenas as toxinas LiRecDT1 e
LiRecDT2 provocaram a morte dos animais no periodo de 24 horas. A toxina LiRecDT3
que apresenta pouca identidade estrutural com a toxina LiRecDT1 nado induziu
mortalidade e nem alteracdo do comportamento nos animais como letargia, tremor e
postura de estiramento do corpo. Este experimento reforca a diferenca na atividade
bioldégica das toxinas dermonecréticas recombinantes e corrobora com os dados de
homologia anteriormente publicados.

Os resultados provenientes do ensaio de ELISA corroboram com os dados de
immunoblotting e demonstram reatividade cruzada entre as toxinas recombinantes
superior a reatividade do veneno total, sugerindo que os epitopos presentes nessas

toxinas sao fortes determinantes antigénicos, além de apontar para a existéncia de
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sub-familias de toxinas dermonecroéticas. LiRecDT3 possui menor reatividade cruzada
do que LiRecDT1 e LiRecDT2, sendo esta diferengca decorrente provavelmente da
estrutura conformacional e da presenca de diferentes epitopos nestas toxinas.

Os resultados obtidos com o experimento de dicroismo circular reforcam as
diferengas estruturais entre LiRecDT1 e LiRecDT2, comparadas com LiRecDT3. Foi
observado para LiRecDT3 um aumento significativo no conteudo de a-hélice (27,5%) e
decréscimo no conteudo de folha-B (16,3%) em comparagéo com os valores referentes
a LiRecDT1 (a-hélice: 22,3%; folha-B: 21,5%) e LiRecDT2 (a-hélice: 24,8%; folha-[3:
19,4%). Estes resultados juntamente com os dados da analise filogenética evidenciam
a correlagdo estrutural das toxinas dermonecréticas recombinantes LiRecDT1 e

LiRecDT2 comparadas com LiRecDT3.
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