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RESUMO

A Translationally Controlled Tumour Protein (TCTP) é uma proteina altamente
conservada, expressa em diversos eucariotos e é chamada de multifuncional por estar
envolvida em diversos processos biologicos. Estas diferentes fungbes sé&o
responsaveis por seus diferentes nomes, como por exemplo, histamine-releasing
factor (HRF) por sua atividade liberadora de histamina. A proteina esta presente na
glandula produtora de veneno da aranha-marrom Loxosceles intermedia (LITCTP) e
em sua secregdo. O objetivo deste trabalho foi estudar as propriedades
histaminérgicas da TCTP recombinante de L. intermedia (LiRecTCTP) in vitro e in vivo.
A LiTCTP recombinante usada nos testes foi obtida pura e em condi¢cbes adequadas
para os ensaios in vitro e in vivo. O estudo das caracteristicas estruturais da
LiRecTCTP recombinante produzida foi realizado por meio de dicroismo circular. A
proteina apresentou 8,85% de estruturas em a-hélice e 33,61% de folhas-[3, conforme
esperado. A agao da toxina no influxo de calcio in vitro foi avaliada na linhagem celular
RBL-2H3. A LiRecTCTP aumentou o influxo celular de calcio, efeito que esta
relacionado com a atividade histaminérgica da toxina recombinante. Nos ensaios in
vivo foram avaliados os efeitos de dermonecrose, edema, eritema e inflamagao em
coelhos. Houve aumento de edema e eritema apds 3h, 6h e 24h do tratamento com a
LiRecTCTP; assim como a toxina promoveu o aumento da lesdo dermonecrética no
controle positivo (inoculagdo da toxina dermonecrotica LiRecDT1). Este projeto
avangou na caracterizagdo da TCTP de Loxosceles intermedia, melhor
compreendendo sua atividade bioldgica e participagao no loxoscelismo (quadro clinico
decorrente da picada por aranha-marrom). Além disso, amplia as perspectivas de
possibilidades biotecnologicas da toxina. O trabalho elucidou a importéncia da

LiRecTCTP e os resultados instigam a continuagédo dos estudos sobre esta proteina.

Palavras-chave: TCTP, Loxosceles, L. intermedia, aranha marrom, fator de liberacéo
de histamina, HRF.



ABSTRACT

Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP), a highly conserved protein,
is expressed in several eukaryotes and it is multifunctional, presenting numerous
biological functions. These functions are responsible for the many names that TCTP
has, such as histamine-releasing factor (HRF) for their histamine releasing activity. The
protein is present in the venom gland of the brown spider Loxosceles intermedia
(LITCTP). The aim of this work was to study the histaminergic properties of
recombinant L. infermedia TCTP (LiRecTCTP) in vitro and in vivo. Recombinant
LITCTP used in the assays was obtained pure and under conditions suitable for the
assays. To evaluate the structural characteristics of LiRecTCTP, the circular dichroism
assay was performed and the protein showed 8.85 % of structures in a-helix, and
33.61 % of B-sheet. RBL-2H3 cell line was treated with LiRecTCTP and the calcium
influx was evaluated. The increased calcium influx resulting from treatment with
LiRecTCTP is related to the histaminergic activity of the recombinant toxin. In vivo
assay using rabbits were performed and the effects of dermonecrosis, edema,
erythema and inflammation were evaluated. At 3h, 6h and 24h, an increase in edema
and erythema was observed for LiRecTCTP, as well as an increase in the
dermonecrotic lesion in the positive control, LiRecDT1. This study sought to
characterize TCTP of Loxosceles intermedia to better understand its activity, in the
context of loxoscelism (clinical condition resulting from the bite by brown spider) and
regarding the biotechnological possibilities of the toxin. The research elucidated the

importance of LiRecTCTP and the results prompt further studies on this protein.

Keywords: TCTP, Loxosceles, L. intermedia, brown spider, histamine release factor,
HRF.
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1 INTRODUCAO

A LITCTP é uma proteina da familia TCTP (Translationally Controlled Tumor
Protein) encontrada no veneno da aranha-marrom Loxosceles intermedia, uma das
especies de importancia médica no Brasil. No Parana, estas aranhas estao
relacionadas a inumeros casos de envenenamento. O loxoscelismo € o quadro clinico
decorrente da picada da aranha-marrom, manifestando-se com necrose,
espalhamento gravitacional e uma resposta inflamatéria massiva, precedidas por
eritema, edema e coceira no local da picada (SADE, 2009; SADE et al., 2012). O
veneno loxoscélico € composto de toxinas proteicas, sendo grande parte delas ja
identificadas e caracterizadas bioquimicamente. Dados de transcriptoma de L.
intermedia mostraram que a LiTCTP corresponde a 0,4% dos transcritos de toxinas
da glandula de veneno (GREMSKI et al., 2010).

A TCTP é uma proteina altamente conservada e amplamente expressa nos
eucariotos (BOMMER; THIELE, 2003). Ap6s ser descoberta, ha aproximadamente 35
anos (BOMMER, 2017), suas atividades vém sendo estudadas e suas diversas
funcdes levaram outros autores a sugerirem outros nomes, como fortilina e HRF
(histamine-releasing factor), por atuar como um fator liberador de histamina
(BOMMER; THIELE, 2003).

A toxina LiRecTCTP foi produzida em sistema procariético de expressao
heteréloga (E. coli) e suas caracteristicas bioquimicas e biologicas puderam ser
estudadas. Sade (2009) sugere, a partir de analises de alinhamento aminoacidico,
que a capacidade de ligar calcio esta preservada na LiTCTP, além de conter
aminoacidos responsaveis pela interagdo com proteinas G, indicando seu possivel
papel na regulagdo do crescimento e proliferagdo celular. A LiITCTP ndo possui sitio
de fosforilagdo para Plk (polo-like kinase 1), encontrados apenas em humanos,
camundongos e ratos. Estes resultados também sugerem que a proteina n&o estaria

diretamente envolvida na estabilizagdo de microtubulos. A analise filogenética sugere
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atividade como fator liberador de histamina, por similaridade ao grupo de TCTP dos
carrapatos (SADE et al., 2012).

1.1 JUSTIFICATIVA

Considerando sua relevancia, o estudo procurou investigar e compreender os
efeitos toxicoldgicos da TCTP presente no veneno da aranha-marrom, no contexto

loxoscélico e em relagéo as possiveis aplicagbes biotecnolégicas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Estudar o papel biolégico da TCTP no contexto do loxoscelismo.

1.1.1 Objetivos especificos

Expressar e purificar a proteina TCTP de Loxosceles intermedia (LiRecTCTP);
Caracterizar a estrutura secundaria da proteina recombinante TCTP de
Loxosceles intermedia;

Caracterizar a atividade histaminérgica da TCTP in vitro e in vivo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOUR PROTEIN (TCTP)

As proteinas da familia TCTP (Translationally Controlled Tumour Protein) sao
altamente conservadas e amplamente expressas em eucariotos. Apos ser descrita
pela primeira vez, muitas fungdes foram atribuidas as TCTPs. A proteina recebeu este
nome baseado no fato de que o cDNA foi clonado de um tumor humano e observou-
se que € regulada traducionalmente (BOMMER; THIELE, 2003). A TCTP vem
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despertando o interesse dos pesquisadores, pois seu papel nos organismos nao é
bem esclarecido, embora suas propriedades biolégicas sejam diversas, conforme é
possivel observar na figura 1 (BOMMER; TELERMAN, 2020).

Esta proteina possui baixa massa molecular, cerca de 23 kDa, e séao
conhecidas suas fungdes como um fator liberador de histamina, proteina ligadora de
tubulina e substrato polo-like kinase 1 (PIk), além de ter fungdo anti-apoptdtica, com
atividade antagbnica a P53. Foi observado que em tumores encontra-se super
expressa, e por isso ja foi descrita como possivel alvo no processo de reverséo
tumoral (TELERMAN; AMSON, 2009).

Em 2011, Amson e colaboradores descreveram a atividade antagonica da
TCTP e P53. A P53 esta ligada a atividade de controle do ciclo celular e indugéo da
apoptose celular, dessa forma, quando a P53 esta ativada age como repressora da
expressdo de TCTP. ATCTP é também fundamental no desenvolvimento, sendo que
0 knockout em moscas do género Drosophila e camundongos é letal para as larvas
em primeiro estagio tardio, e para os camundongos ainda no utero (HSU et al., 2007
apud BALDISSERA, 2017; AMSOM et al., 2011).
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Figura 1: TCTP e suas diferentes fungdes e atividades biolégicas (TELERMAN; AMSON, 2009).

22 TCTP E LOXOSCELISMO

A TCTP encontrada no veneno da aranha-marrom Loxosceles intermedia foi
denominada LiTCTP e relacionada com os efeitos nocivos caracteristicos do
loxoscelismo decorrente da picada. Essa proteina compde 0,4% dos transcritos de
toxinas do veneno de aranha-marrom, como observado na figura 2 (GREMSKI et al.,
2010).
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TCTP
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Figura 2: A LiTCTP corresponde a 0,4% dos transcritos de toxinas do veneno de aranha-marrom L.
intermedia. (GREMSKI et al., 2010)

A Loxosceles sp esta presente no mundo todo e sua sobrevivéncia em
diferentes lugares pode ser explicada por sua capacidade de se adaptar a condigdes
adversas (da SILVA et al., 2004). A caracteristica marcante desse género é o formato
em violino do seu cefalotérax (da SILVA et al., 2004). Sdo pequenos, em torno de 4
cm de diametro, com pernas longas e finas, além de apresentarem leve dimorfismo
sexual, como observado na figura 3 (Secretaria de Saude do Estado do Parana, 2020).
Dependendo do local onde se encontra, pode receber diversos nomes, em referéncia
as suas caracteristicas, como, por exemplo, aranha-marrom, devido a sua coloragao

gue varia do marrom claro ao escuro.
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A Loxosceles intermedia \

Female 1cm F Male

Figura 3: Morfologia e dimorfismo sexual da aranha-marrom da espécie L. intermedia (CHAIM et al,
2011).

Estes animais ndo costumam ser agressivos mas, ao sentirem-se ameacgados,
podem atacar. A picada € indolor e s6 € percebida horas apds o acidente, devido ao
desenvolvimento do quadro loxoscélico (GUIMARAES, 2009). Segundo Guimaraes
(2009), o loxoscelismo representa um problema de saude publica, principalmente no
Parana, além de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Sado Paulo. De acordo com os
dados do site da Secretaria de Saude do Estado do Parana (2020) sao registrados em
meédia 2.557 acidentes por ano.

O loxoscelismo caracteriza-se por sintomas locais e sistémicos. As reacdes
comumente variam de eritema local a grandes areas de ulceragéo e necrose, sendo
que entre 2 a 8 horas apds a picada outros sintomas surgem, como dor, isquemia,
eritema com prurido, inchago e sensibilidade (FUTRELL,1992 apud TAMBOURGI,
2010).

Os sintomas mais comuns apresentados pelas vitimas sao dor em queimacao,
vermelhiddo, mancha roxa, inchago, bolhas, coceira e enduragdo, além de outras
alteracdes mais tardias como necrose, dor de cabega, mal-estar geral, nausea, dores
pelo corpo. Na imagem abaixo (figura 4), é possivel observar a evolugédo da lesao

caracteristica do quadro loxoscélico.
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Figura 4: A esquerda les&o ocasionada poucas horas ap6s o acidente com aranha-marrom. A
direita, lesdo dermonecroética apds 7 dias (adaptado de Secretaria de Saude do Estado do Parana,
2020).

2.3 LITCTP E ATIVIDADE LIBERADORA DE HISTAMINA

Muitos dos sintomas da inflamagédo estdo ligados a atividade de histamina
(PALUDO et al., 2009), e envolvimento da LITCTP no processo inflamatorio resultante
no local da picada foi relacionado ao seu efeito histaminérgico (SADE, 2009).
MacDonald e colaboradores (1995) demonstraram que proteinas da familia
TCTP/HRF atuam no processo inflamatorio por diversos mecanismos, sendo que nao
se liga ao receptor de IgE diretamente, podendo atuar em um receptor proprio ainda
nao conhecido. As acgdes da histamina sdo mediadas por 4 subtipos de receptores
(H1, H2, H3 e H4), sendo acoplados a proteina G e diferem entre si nas vias de
segundos mensageiros e na sua distribuicdo tecidual. Os receptores H1 s&o
expressos primariamente nas células endoteliais vasculares e nas células musculares
lisas. Esses receptores medeiam reagdes inflamatorias e alérgicas. A principal fungéo
do receptor H2 consiste em mediar a secre¢do de acido gastrico no estdbmago,
receptores H3 e H4 ainda ndo tem suas fungdes muito bem definidas, mas estdo
presentes em mastocitos, baséfilos e eosindfilos e medeiam reacgdes inflamatorias
(FAUSTINO-ROCHA et al., 2016).

Sade e colaboradores (2012) demonstraram o efeito relevante da LiRecTCTP
isolada em comparacdo com o veneno total na formagdo de edema e aumento da
permeabilidade vascular em camundongos.

Recentemente, em experimentos com camundongos foram avaliados

inibidores especificos de receptores de histamina na inibicdo dos efeitos da
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LiRecTCTP: prometazina (inibidor de receptor H1), cimetidina (inibidor de receptor H2),
tioperamida (inibidor de receptor H3 e H4), bem como um inibidor de degranulagéo de
mastécitos, o cromoglicato. Assim como observado por Sade e colaboradores em
2012, a LiRecTCTP foi capaz de gerar aumento da permeabilidade vascular e,
consequentemente, edema (BOIA-FERREIRA et al., 2019). Além disso, observou-se
uma diferenca de afinidade da LiRecTCTP pelos receptores em ambos 0s ensaios
(edema e permeabilidade) (cromoglicato > tioperamida > prometazina > cimetidina).
O cromoglicato € um inibidor de degranulagédo de mastdécitos, o que explica sua maior
atividade inibitéria, enquanto a cimetidina, que ¢é inibidor de HR2, células que estao
presentes preferencialmente na mucosa gastrica, ndo teve efeito significativo na
reducao da acao da LiRecTCTP. Esses resultados reforcam o papel dessa proteina
como um fator liberador de histamina (BOIA-FERREIRA et al., 2019).

Neste trabalho foi produzida a LiRecTCTP de forma recombinante, purificada a
proteina e foram avaliadas suas caracteristicas estruturais. A toxina recombinante foi
utilizada em ensaios in vitro de influxo celular de célcio e ensaio de dermonecrose in

vivo utilizando coelhos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA

A LiITCTP recombinante utilizada foi obtida através da expressdo em cultivo
bacteriano (Escherichia coli) e purificada por cromatografia de afinidade em resina
Ni2+-NTA agarose. A proteina foi expressa contendo um His-Tag N-Terminal para
possibilitar sua purificagdo. A cepa bacteriana E. coli BL21(DE3) pLysS competente
foi transformada com a construgdo para LITCTP em vetor pET14b utilizando o
protocolo descrito por Sade et al., (2012) e congelada. Deste congelamento, 10 pL
foram inoculados em 10 mL de meio LB liquido, contendo 100 ug/mL de ampicilina e

34 pg/mL de cloranfenicol. A solugao foi mantida sob agitagao por 16 horas a 37 °C.
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Em seguida, os 10 mL foram vertidos em um frasco Erlenmeyer contendo 1 L de LB
liquido, também contendo cloranfenicol e ampicilina, e mantido sob agitagdo a 37 °C
até atingir a densidade 6ptica ideal (entre 0,4 e 0,6). Com isso, uma amostra de TO
(tempo antes da indugao) foi coletada, e o frasco levado ao banho de gelo. Ao ser
resfriado adicionou-se o indutor, IPTG (0,1 mM), e a solug&o retornou para agitagéo
por mais 4 horas a 23 °C. Novamente ao banho de gelo, uma amostra de Ti (tempo
apos a indugao) foi retirada. A cultura foi centrifugada, ressuspendida em 40 mL de
tampéao de ligagdo nativo (fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 10
mM e lisozima 1 mg/mL) e congelada. Para a purificagdo da proteina por cromatografia
de afinidade em resina Ni2+-NTA, as células foram descongeladas e lisadas no
sonicador, e, em seguida, a solugao foi centrifugada. O sobrenadante foi incubado por
1 hora a 4 °C com a resina e empacotado na coluna. A lavagem da resina sera com
tampéao de lavagem nativo (fosfato sédico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 35
mM) e a absorbancia foi monitorada, considerando o ideal préximo a zero. Quando
atingiu o ideal, o tamp&o de eluigdo (fosfato sddico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM,
imidazol 350 mM) foi passado pela resina. A absorbéancia foi monitorada até ficar
préximo do valor correspondente a metade do coeficiente de extingdo da proteina. O
coeficiente de extingdo é a densidade 6ptica condizente a 1 mg/mL da proteina. Este
valor foi determinado para ter uma menor perda de proteina na dialise, por
insolubilidade, de acordo com a literatura. Durante esse processo, o eluato deve ser
mantido no gelo, e por fim, dialisado em PBS (phosphate-buffered saline), trocando a

solucao trés vezes, as duas primeiras a cada duas horas e a ultima por 16 horas.

3.2 SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida 15%. Os marcadores e

amostras com tampao redutor foram pipetados nos pogos, e a corrida eletroforética
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realizada a 25 mA. A visualizagdo das proteinas foi feita pela coloragdo do gel com

Azul de Coomasie 2,5%.

3.3 DOSAGEM DE PROTEINAS (MICRO BCA)

Para dosar a proteina recombinante foi utilizado o kit Micro BCA Protein Assay
Kit (ThermoScientific, Waltham, USA). A dosagem foi feita em placa de 96 pogos, onde
a curva padrdao e as amostras em diluicbes de 1:10 foram adicionadas, todas em
duplicata, com volume final de 20 pL por pogo. O reagente foi adicionado, e a placa
incubada a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, a leitura foi feita em 550 nm, no

equipamento Meridian/EL x800.

3.4 DICROISMO CIRCULAR

Para o dicroismo circular uma aliquota de LiRecTCTP de 1 mL foi utilizada,
sendo dialisada e concentrada a 4 °C contra tamp&o fosfato (20 mM
NaH2PO4/Na2HPO4 pH 7.4 e 150 mM NaCl) para a concentracéo final de 1 mg/mL.
Uma aliquota de LiRecDT1 (toxina dermonecrotica recombinante) na mesma
concentracgdo foi utilizada como controle. A substituicao do tampé&o deve ser realizada
para evitar a interferéncia dos sais no experimento. O aparelho utilizado (Jasco J-815)
emite uma luz circularmente polarizada em direcdo a cubeta, a luz refletida é captada
e lida, utilizando uma faixa de 195 a 350 nm. Os resultados s&o fornecidos em
milidegree (MRE) e s&o convertidos para elipticidade molar (MRW) utilizando a
seguinte formula: (MRE) =(MRW abs) / 10 [ g/L] L, onde MRW ¢ a massa molecular
dividida pelo numero de residuos de aminoacidos. O resultado final foi plotado em

grafico.
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3.5 CULTIVO CELULAR

A linhagem de leucemia basofilica RBL-2H3, proveniente da American Type
Tissue Culture Colection, ATCC (Manassas, USA), foi utilizada para o ensaio de
influxo de calcio. A linhagem foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) contendo estreptomicina/penicilina (10 mg/mL) e suplementada com 10 %

de soro fetal bovino, em estufa a 37 °C e 5 % de CO..

3.6 INFLUXO DE CALCIO

Foram utilizadas 1x108 células RBL-2H3 para este experimento. As células
foram coletadas do cultivo utilizando Tripsina, lavadas com Tyrode’s Buffer (NaHCO;
(12 mM), NaCl (127 mM), KCI (5 mM), NaH,PO, (0.5 mM), MgCl, (1 mM), Glucose (5
mM) and Hepes (10 mM)), duas vezes. Em seguida, foram incubadas com Fluo-4 (5
MM) em acido plurénico (0,01 %) por 30 minutos a 37 °C. As células foram lavadas
duas vezes com Tyrode’s Buffer para desesterificacdo, em temperatura ambiente, por
30 minutos. Foram pipetados 50 pL da solugdo com células em uma placa escura de
96 pocos, em triplicata para os tempos analisados. Trés grupos foram analisados, um
controle negativo utilizando 50 pyL de PBS, e dois grupos com concentragdes
diferentes da toxina LiRecTCTP (50 pL de TCTP 50 pg/mL e TCTP 100 pg/mL), por
poco. O influxo de calcio foi medido utilizando um fluorimetro (TECAN), sendo
realizada leituras nos tempos 0, 5, 15, 30 e 60 minutos. Os resultados foram

analisados utilizando o software GraphPad Prism 7.02.

3.7 DERMONECROSE IN VIVO

Esse experimento foi realizado com os coelhos (CEUA/UFPR n° 1183) e

espaco cedidos pelo CPPI (Centro de Produgao e Pesquisa de Imunobiologicos/PR).
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Os coelhos foram tricotomizados e as aplicagbes das amostras subcutaneas (para
simular a picada da aranha-marrom) feitas no dorso do animal, em duplicata. Foram
utilizados controles positivo (toxina LiRecDT1, 1ug), negativo (proteina recombinante
inativa, Green Fluorescent Protein, GFP, 20 ug) e veiculo (PBS). A LiRecTCTP foi
aplicada em concentragbes de 10 e 20 pg, isoladamente, e nas mesmas
concentragbes misturadas a LiRecDT1 (1 pg). Em seguida, a pele do animal foi
fotografada nos tempos 0, 3, 6 e 24h. Ao final das 24 horas amostras de 1x1cm foram
colhidas e conservadas em ALFAC (alcool etilico 85%, formaldeido 10%, acido acético

5%), para confec¢do de laminas histolégicas em laboratério parceiro.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste projeto foram submetidos a analise estatistica, sendo as
repeticdes e o tratamento avaliados (replicatas técnicas e bioldgicas). Os resultados
dos ensaios foram submetidos a analise de variadncia (ANOVA) utilizando o software
Graphpad Prism 7.02. A significancia foi definida como * p <0,1; ** p < 0,01, ** p <
0,001 ou *™* p < 0,0001. Para analise da densitometria de bandas foi utilizado o

software ImageJ.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 PRODUGAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE
LIRECTCTP

O gel SDS-PAGE com as amostras em condi¢des redutoras com cada etapa
do processo de expressdo e purificagdo asseguram que a proteina foi expressa e

purificada de acordo com o esperado (figura 5). E possivel observar a banda na altura
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relacionada a proteina TCTP (23 kDa) na amostra retirada antes da indugao (TO - linha
1) e o aumento desta banda apods a indugéo por IPTG 100mM (Ti - linha 2). Apds a
lise das células, a proteina se encontra soluvel no sobrenadante (linha 3). Na ultima
coluna (linha 4) a presenca somente da banda referente a TCTP, apos a purificagéo,
indica que a proteina estda com alto grau de pureza. Segundo Sade (2009), a
cromatografia em resina Ni?*-NTA agarose, resulta em um produto com até 90% de
pureza. A analise em SDS-PAGE é um bom indicador, pois ajuda a entender se todas
as etapas estao ocorrendo com sucesso. O gel permite evidenciar problemas durante
o processo de producdo e purificacdo, ocasionando a perda da proteina, além de ser

possivel verificar a presenga de contaminantes.

23 kDa —

14 kDa —

Figura 5: Gel SDS-PAGE com amostras da expressao de LiRecTCTP: TO (1), Ti (2), sobrenadante
(3), proteina purificada (4).
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Durante o desenvolvimento do projeto, houve dificuldade em purificar a
proteina e, apos diversas tentativas, foi obtido o resultado esperado (proteina pura)
ao substituir o protocolo de Purificacdo Hibrida pela Purificacdo Nativa. A Purificagao
Hibrida consiste na desnaturagao, utilizando tampdes com ureia, e renaturacdo da
proteina, em tampdes com a auséncia de ureia, e sua desvantagem esta relacionada
a possibilidade da renaturagdo em conformacédo diferente da nativa (SADE, 2009).
Durante as tentativas de expressao utilizando este protocolo, a amostra de resina
apos a purificagéo foi corrida em gel e foi identificado a presenga da proteina ligada a
resina, sendo que, mesmo apos o0 aumento da concentracédo de imidazol nos tampoes
de lavagem e eluicdo, a proteina permanecia ligada. A hipotese foi que a proteina, ao
renaturar de forma incorreta, ndo conseguiria se desligar da resina, impedindo a sua
eluicdo. Dessa forma tentou-se a Purificagdo Nativa, como sugerido por Sade (2009),
para evitar a renaturagao incorreta da proteina, o que gerou um resultado satisfatorio
e menor possibilidade de conformacgbes incorretas, ainda que permitissem a

solubilidade da proteina recombinante.

4.2 DICROISMO CIRCULAR

O pico de elipticidade molar (figura 6) indica a presenc¢a de estruturas a-hélice,
e a deconvolugao (Tabela 1) revela que estas estruturas compdem 8,85% da proteina,
além de 33,61% de folhas-B. Os 57,54% indicadas como “outros” na deconvolugao
referem-se as estruturas ndo secundarias. O pico de elipticidade molar pode ser maior
ou menor, e € proporcional a quantidade de a-hélices presentes na proteina. Este
resultado esta de acordo com o encontrado por Rid e colaboradores (2009), que
descrevem a presenca de 8 folhas-f3 e 2 a-hélices. O dicroismo circular garante ainda
a solubilidade da proteina pois, caso estivesse insoluvel, suas estruturas secundarias

nao seriam observadas. Segundo Bommer e Thiele (2003), a TCTP é uma proteina
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altamente conservada nos eucariotos, dessa forma é possivel comparar a estrutura
da TCTP com outras ja descritas na literatura, ainda que expressa por diferentes
organismos. Esta comparacdo foi feita por Rid e colaboradores (2009), que
descreveram a estrutura da TCTP expressa em Alternaria alternata, uma espécie de
fungo que infecta folhas, utilizando como base o modelo de TCTP de

Schizosaccharomyces pombe (levedura) e TCTP humana determinado por

espectroscopia RMN.

20+
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Figura 6: Grafico do dicroismo circular da LiRecTCTP.

CD DECONVOLUTION (%)
PROTEIN | a-HELIX B-STRAND | OTHERS
LiRecDTCTP | 8.85% 33.61% 57.54 %

Tabela 1: Porcentagens de estruturas secundarias presentes na LiRecTCTP.
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4.3 INFLUXO DE CALCIO

O resultado para os experimentos de influxo de calcio foi estatisticamente
relevante e demonstrou a atividade da LiRecTCTP no aumento do influxo de calcio
celular, como observado no grafico abaixo (figura 7). Este efeito pode ser relacionado
a atividade histaminérgica da proteina. O aumento do influxo de calcio observado foi
dose-dependente, sendo notavel um pico no tempo de 15 minutos. No controle
negativo (PBS) n&o foram observadas alteragcdes, como era esperado, garantindo a
confiabilidade do ensaio. Nas células humanas, o receptor de histamina H1 quando
ativado, estimula as vias sinalizadoras de fosfolipide inositol, que tém por produto o
inositol-1,4,5-trifosfato (InsP3) e do diacilglicerol (DAG), e estes levam ao aumento do
calcio intracelular (CRIADO et al., 2010). Asintese e liberagéo de calcio sao realizadas
por diferentes células, sendo uma delas os basdfilos, por isso neste experimento foi
utilizada a linhagem celular RBL-2H3, que é uma linhagem de leucemia basofilica de

Rattus novergicus (MULENGA et al., 2003).

50000+
g o =+ LiRecTCTP 100 pg/mL

40000+ & LirecTCTP 50 pg/mL

-~ PBS
30000+ z

N
o
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(=]
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(Emissao 535nm)

10000+

0I 1 ] 1 1 1
N T )

Tempo (min)

Figura 7: Grafico da avaliagao de influxo de calcio intracelular na auséncia e presenga de
LiRecTCTP.
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44 DERMONECROSE

Neste ensaio em coelhos foi observado o desenvolvimento de edema, eritema
e espalhamento gravitacional, esperados nas aplicagdes com LiRecTCTP, sendo
relacionado com seu papel no processo inflamatério (figura 8). Ocorreu aumento
progressivo dos sinais clinicos, que € pouco perceptivel apos 3 horas de aplicagéo,
mas bem nitido a partir das 6 horas, com efeito ainda maior no tempo final (24 horas).
Além disso, os sinais clinicos também sao dependentes da concentragao da toxina, o
gue pode ser notado pelo edema e eritema mais evidentes na aplicagdo com a maior
concentragdo da proteina recombinante em relacdo a menor concentragdo. Estes
resultados estdo de acordo com o relatado por Sade e colaboradores (2012), que
perceberam que a LiRecTCTP altera a permeabilidade vascular in vivo, além de
aumentar o edema, sendo seu efeito tempo e concentragcado-dependentes.

A presenca de lesdo dermonecrética (controle positivo) é resultante da
aplicagao da toxina recombinante LiRecDT1, e esta de acordo com o que é descrito
por Vuitika e colaboradores (2016). Ainoculagéo desta toxina dermonecrotica é capaz
de gerar a dermonecrose caracteristica do loxoscelismo. Ha um aumento da leséo,
com presenca de “placa marmérea”, regido esbranquigada que é resultado da
isquemia no tecido lesionado. Nao foi percebida nenhuma alteracdo no local de
inoculagdo do controle negativo, a proteina recombinante GFP, que foi expressa no
mesmo sistema heterdlogo que a LiRecTCTP, garantindo que o sistema de expresséo
nao esta influenciando os resultados. As regides dos coelhos nas quais foi injetada
LiRecTCTP apresentaram eritema e a injecdo combinada de LiRecTCTP com
LiRecDT1 levou a um aumento do edema, concentracdo dependente. Os ensaios de
dermonecrose em coelhos, demonstraram o efeito da LiRecTCTP no envenenamento,
participando no processo inflamatorio decorrente do loxoscelismo, assim como

sugerido por Sade e colaboradores (2012). O estudo histologico das lesdes ira
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contribuir para a avaliagdo dos efeitos in vivo da LiRecTCTP e de sua atuagao

conjunta e sinérgica com a toxina dermonecraotica.

Oh

3h

6h

24h

PBS + + + + + + +

GFP 20 - - - -
LiRecDT1 (pg) - - 1 - 1 - 1
LiRecTCTP (ug) - 20 20 - 10 10 -

Figura 8: Prancha contendo as imagens da pele dos coelhos durante o ensaio de dermonecrose,
com os pontos de inoculagdo das amostras ao longo do tempo: logo apds a inoculagdo O h, 3 h, 6 h e
24 h.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos contribuem para compreensao do papel da TCTP no
contexto loxosceélico, principalmente em relagéo a sua atividade histaminérgica in vivo
e contribuicdo para o processo de inflamagao exacerbado responsavel pelos efeitos
deletérios do envenenamento, sugerindo possibilidades terapéuticas e
biotecnoldgicas. A TCTP € uma proteina com diversas atividades bioldgicas a serem
exploradas, mas no contexto loxoscélico seria relevante estudar a inibicdo dessa
proteina a fim de reduzir a inflamacao e disseminagcao de toxinas a partir da picada.
Cabe ressaltar que estes resultados fazem parte do artigo “TCTP from Loxosceles
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intermedia (brown spider) venom contributes to the allergic and inflammatory response

of Cutaneous Loxoscelism”, no qual Kamila Moreno é co-autora.
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Abstract: LiTCTP is a toxin from the Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) family
identified in Loxosceles brown spider venoms. These proteins are known as histamine-releasing factors



