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Resumo

As aranhas do género Loxosceles desencadeiam nos acidentados um quadro clinico
denominado loxoscelismo que pode levar ao 6bito. No veneno destas aranhas estao
presentes as fosfolipases D, responsaveis pela maioria dos efeitos bioldgicos
observados no loxoscelismo. Diante disto, um soro de segunda geracéo produzido a
partir de fosfolipases D (recombinantes, biologicamente inativas, mas ativas como
estimulantes antigénicos) estd sendo desenvolvido por pesquisadores da UFPR,
CPPlI e UEPG. No entanto, outras toxinas como as TCTPs parecem estar
relacionadas com a potencializagdo das fosfolipases-D. Neste trabalho estdo sendo
realizadas investigacGes em pele de coelhos para se observar a eficacia do soro de
segunda geracdo e a acdo das TCTPs. Andlises das laminas histolégicas mostraram
gue a TCTP potencializou os efeitos das fosfolipases provavelmente por aumentar a
permeabilidade vascular e vasodilatacdo levando a um aumento da resposta
inflamatoria. A compreensdo das moléculas presentes no veneno e maneiras de
inativa-las poderao contribuir para a obtencdo de produtos que minimizem os efeitos
do loxoscelismo e a rapida recuperacao do paciente.

Introducao

Vérios estudos com o veneno das aranhas Loxosceles tém mostrado que a sua
composi¢do bioquimica consiste de uma mistura complexa de compostos
biologicamente ativos, principalmente proteinas e peptideos com acédo toxica e/ou
enzimatica (GREMSKI, et al., 2010). Analises de transcriptomas de glandulas de
veneno de diferentes espécies apresentaram diferentes perfis para as diferentes
familias de toxinas expressas. As fosfolipases-D (PLD) sdo as toxinas que
caracterizam os venenos das aranhas Loxosceles e tém sido relatadas como as
principais responséaveis pelo desenvolvimento dos sinais clinicos e sintomas do
loxoscelismo e podem promover agregacao plaquetaria, hemdlise, letalidade,
nefrotoxicidade e hiperpermeabilidade vascular (da SILVA et al., 2004; SENFF-
RIBEIRO et al., 2008). O transcriptoma da glandula de veneno de L. intermedia
também revelou a sequéncia de uma proteina identificada como membro da familia
TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) (GREMSKI et al., 2010), esta
proteina é um fator de libertacdo de histamina (HRF) (McDONALD et al., 1995) e
fortilina (LI et al., 2001). Reac¢des alérgicas, de hipersensibilidade ou dor observadas
ap0s o envenenamento podem estar associadas com eventos histaminérgicos, tais
como um aumento na permeabilidade vascular e vasodilatacdo. A caracterizacao
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funcional da TCTP recombinante de L. Intermedia (LiITCTP), mostrou que esta toxina
causou edema e permeabilidade vascular aumentada contribuindo para os efeitos de
outras toxinas e consequentemente com as caracteristicas clinicas que ocorrem
durante o envenenamento (SADE et al., 2012).

A proposta inicial deste trabalho que estd sendo realizado por um grupo de
pesquisadores de trés renomadas instituicdes localizadas no estado (UFPR; UEPG
e CPPI) foi testar e analisar o potencial inibitério de um soro de segunda geracao
sobre os conhecidos efeitos bioldgicos causados pelos venenos de trés espécies de
aranhas do género Loxosceles envolvidas em acidentes no estado (L. intermedia, L.
gaucho e L. laeta). O soro esta sendo obtido a partir de toxinas dermonecroéticas
(fosfolipases-D), recombinantes, com muta¢cdes pontuais e biologicamente inativas,
mas ativas como estimulantes antigénicos. No entanto, a investigacdo prévia dos
efeitos de outras toxinas que também possam causar outros danos ou interferir nos
efeitos das fosfolipases D se fazem necessarios. Para isto, neste trabalho, foram
feitas andlises histopatoldgicas da pele de coelho submetidas ao tratamento com
fosfolipases D e com fosfolipases D na presenga de TCTP.

Materiais e Métodos

Realizados externamente a UEPG e em parceria com outras instituicées: As etapas
de extracdo de veneno total, clonagem; mutacdes sitio dirigidas; expressdo e
purificacdo das proteinas recombinantes, foram realizadas na UFPR. Para os
ensaios de atividade dermonecrotica foram realizadas aplicacdes intradérmicas (5
ug) em coelhos da mistura de fosfolipases D recombinantes de aranha-marrom (L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta) diluidos em PBS ou da mistura das fosfolipases D
de aranha-marrom na presenca de TCTP (10 e 20 pg). Como controle negativo
foram obtidas amostras da pele de coelho tratadas com GFP (green fluorescente
protein). Apos 24h tratamento, os animais foram eutanasiados com superdose de
Cloridrato de Cetamina (180 a 240 mg/kg do animal) e Xilazina (24 a 45 mg/kg do
animal) para a retirada das amostras de tecido os quais foram submetidos a fixacéo
com Bouin e posteriormente mantidos em alcool 70%.

Realizados no laboratério M-60, Bloco M, Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
da UEPG: Os cortes de pele obtidos a partir do ensaio descrito anteriormente foram
transferidos para a UEPG e submetidos aos procedimentos para montagem de
laminas histolégicas em H.E e fotografados.

Resultados e Discusséo

As amostras de pele submetidas ao tratamento com as fosfolipases D mostraram
que estas toxinas foram capazes de promover infiltracdo leucocitaria (flechas) dos
vasos sanguineos para o tecido conjuntivo da derme (figuras 1E, F, G e H),
caracteristica da resposta inflamatéria. Estes resultados tornam-se bastante
evidentes quando comparados ao controle em que a pele foi tratada com GFP, uma
proteina verde fluorescente que ndo causa resposta inflamatoria (figuras 1A, B, C e
D). Em diversos organismos as TCTPs estdo relacionadas a processos celulares
fundamentais tais como: ciclo celular, proliferacdo e apoptose (AMSON et al, 2013;
THEBAULT et al, 2016). Hipédteses para a presenca de TCTPs no veneno das
aranhas marrom tém sido levantadas, poréem a mais aceita delas € a de que esta
proteina esteja relacionada ao aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacédo
causada pelos seus efeitos histaminérgicos e isto poderia contribuir para infiltragéo
de leucécitos polimorfonucleares dos vasos sanguineos para a derme da pele e
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aumento da resposta inflamatéria. SADE et al.,, (2012) mostrou um aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineos em camundongos tratados com TCTP
recombinante do veneno de Loxosceles intermedia. Para confirmar esta hipoétese,
foram realizados testes das fosfolipases D injetadas na pele de coelho na presenca
de TCTP nas concentracbes de 10 e 20ug/mL (figuras 2 e 3 respectivamente). Os
resultados obtidos mostram que houve uma amplificacdo da resposta inflamatoria
(flechas) em ambas as concentracdes de TCTP testadas e estdo de acordo com 0s
resultados obtidos por SADE et al., 2012.
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<« Figura 2: Presenca da
proteina TCTP na
concentragdo de 10ug/mL.
(A, B, C e D) Pele de coelho
tratada com GFP (controle
negativo). (E, F, G e H) Pele
de coelho tratada com
TCTP na concentragdo de
10pg/mL. (I, J, K e L) Pele
de coelho tratada com 5ug
da mistura de fosfolipases D
recombinantes de aranhas
do género Loxosceles na
presenca de TCTP na
concentragdo de 10 pg/mL.

& Da esquerda para a direita,

as figuras estdo em
aumento de 100, 400, 200 e
400x respectivamente.
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« Figura 1: Anédlise morfolégica
da pele de coelhos submetida ao
tratamento com a mistura de
fosfolipases D recombinantes
obtidas de aranhas do género
Loxosceles. Imagens obtidas por
microscopia de luz. (A, B, C e D)
Pele de coelho tratada com GFP
(controle negativo). Aumento de
100, 400, 200 e  600x
respectivamente. (E, F, G e H) Pele
de coelho tratada com 5ug da
mistura de  fosfolipases D
recombinantes de aranhas do
género Loxosceles. Aumento de
100, 400, 200 e  400x

respectivamente.

TCTP 20pg/mL + LiRecDT1 5pg/mL

<« Figura 3: Presenca da
proteina TCTP na
concentragdo de 20ug/mL.
(A, B, C e D) Pele de coelho
tratada com GFP (controle
negativo). (E, F, G e H) Pele
de coelho tratada com
TCTP na concentragdo de
20pg/mL. (I, J, K e L) Pele
de coelho tratada com 5ug
da mistura de fosfolipases D
recombinantes de aranhas
do género Loxosceles na

2 presenca de TCTP na

concentragdo de 20 pg/mL.
Da esquerda para a direita,
as figuras estdo em

| aumento de 100, 400, 200 e

400x respectivamente.

Estes resultados abrem a possibilidade de novas investigacdes quanto ao papel
desta toxina nos venenos loxoscélicos, bem como, a busca por maneiras de inativar
esta molécula e diminuir os efeitos do envenenamento.
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Conclusdes

Algumas classes de moléculas podem ter um papel importante para a
potencializacao das fosfolipases D e as TCTPs tém sido investigadas quanto a isso.
Estas moléculas parecem contribuir com o aumento permeabilidade vascular e
vasodilatacdo aumentando os espagos para a passagem de elementos do sangue
para o tecido conjuntivo da derme e consequentemente da resposta inflamatéria. A
producgéo de um soro mais eficaz contra as fosfolipases D, com maior especificidade
e com maior titulo de anticorpos neutralizantes bem como a compreenséao de outras
moléculas presentes no venenos e de maneiras de inativa-las poderdo grandemente
contribuir para a producdo de medicamentos que minimizem os efeitos do
loxoscelismo e a rdpida recuperacéo do paciente.
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