UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

JENIFER NOWATZKI

CELULAS ENDOTELIAIS EXPOSTAS AO VENENO DE L. intermedia SAO
INDUZIDAS A APOPTOSE PELO DESALOJAMENTO CELULAR (ANOIKIS)
SENDO QUE A ACAO DIRETA DAS TOXINAS E INIBIDA PELO PROTEOGLICANO
DE HEPARAM SULFATO

CURITIBA
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Nowatzki, Jenifer

Células endoteliais expostas ao veneno de L. intermedia sao
induzidas a apoptose pelo desalojamento celular (anoikis)
sendo que a acdo direta das toxinas é inibida pelo
proteoglicano de heparam sulfato.

Curitiba, 2009. 110p.

Dissertagao (Mestrado) — Universidade Federal do Parana- UFPR

1. Loxosceles intermedia. 2. Células endoteliais. 3. Endocitose. 4.
Anoikis. 5. Heparam sulfato.




JENIFER NOWATZKI

CELULAS ENDOTELIAIS EXPOSTAS AO VENENO DE L. intermedia SAO
INDUZIDAS A APOPTOSE PELO DESALOJAMENTO CELULAR (ANOIKIS)
SENDO QUE A ACAO DIRETA DAS TOXINAS E INIBIDA PELO PROTEOGLICANO
DE HEPARAM SULFATO

Dissertagdao apresentada ao Curso de Pds-
Graduagdo em Biologia Celular e Molecular,
Departamento de Biologia Celular, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
Parana, como parte das exigéncias para a obtencéo
do titulo de Mestre em Biologia Celular e Molecular

Orientador: Prof. Dr. Edvaldo da Silva Trindade

Co-orientadora: Profa. Dra. Célia Regina Cavichiolo
Franco

CURITIBA
2009



ot minka familia por me
apoiatem em todos os meus sonhos e pelo esforgo e dedicagio em sempre buscar me
dat o melhox de cada um vocés. ofm. todos 05 momentos da minha vida acteditatam

no meu ,ooten.cial, me incentivando a lutat Pelos meus ideais. Vocés Aim.plebm.en.te

me ensinatam a viver... gffmo muito vocés!

g? meu amado principe
Willian opan.taA pox todo apoio, caxinho, amox, incentivo, cuidado, ob’u"gada or sex
o melhor de opeus na minha vida e me faze’c a mulher mais feliz do mundo todos os

dias. gffmo vocé!



AGRADECIMENTOS

Acima de tudo agradeco a Deus, é Ele quem tem me capacitado e me conduzido, é
Dele que vém a minha forga e a minha seguranga. Porque, Dele por Ele, para Ele sao todas

as coisas, inclusive minha vida.

A Profa. Dra. Célia Regina Cavichiolo Franco pela oportunidade e pelo crescimento

profissional que me proporcionou ao longo desses anos.

Ao Prof. Dr. Edvaldo da Silva Trindade pelo grande aprendizado proporcioando ao
longo desse periodo, pela agradavel convivéncia e pela disposicdo em sempre sugerir

experimentos, tirar duvidas, fazer protocolos e no final corrigir a dissertagao.

Ao Prof. Dr. Silvio Sanches Veiga pelo exemplo de seriedade, disciplina e

competéncia. Obrigado por todo o suporte estrutural, fisico e financeiro.

A Profa. Dra. Constance Oliver pela grandiosa contribuicdo para os experimentos de

endocitose, obrigada pela disposi¢ao e simpatia.

A agora doutora Katia Sabrina Paludo por todo apoio, sempre disposta a
compartilhar seus conhecimentos e habilidades, sempre disposta ha salvar o dia! Vocés é
exemplo de dedicacao, esforco e competéncia. A vida no Anexo seria muito mais dura sem
a sua companhia nesse tempo. Além disso, obrigada pela amizade, episodios de Lost,
atualizagbes acerca da Bolsa de Valores, almogos no Anexo, corridas no final da tarde,

caronas até o centro, enfim, vocé é uma pessoa fantastica!!!

Ao colega e amigo Reginaldo Vieira de Sene por toda a ajuda no laboratério e
companherismo. Foram bons momentos de trabalho, de conversas, de congressos. Quando
pensar nesse tempo, sempre lembrarei de vocé como meu amigo mineiro que sempre me
fazia rir das situagdes mais inusitadas e estava presente em todos os momentos, até nos

domingos as sete da manha quando eu esquecia a chave do laboratério.

A todo o pessoal do laboratério conhecido como “Anexo”. A Jeniffer 2, pela amizade
e boas conversas dentro e fora do laboratério, sem falar nas muitas risadas. Ao Leandro
(Luigi), o melhor estagiario do mundo. Ao Gabriel, Fernanda, Adriano, Stellee pelo

companheirismo.

Ao pessoal do LME (Laboratério de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos)

pela constante ajuda em todos os momentos e por sempre me considerarem como “da



casa”. Poderia agredecer nominalmente cada um por algum “grande detalhe” que fez

diferenga, mas nao quero correr o risco de esquecer ninguém. Vocés sdo sensacionais!

Ao pessoal do Laboratério de Neurobiologia, em especial o Luis com sua ajuda nos
mil Westerns que ndo davam certo. Obrigado por me fazerem companhia em janeiro quando

todo mundo estava de férias, menos voceés.

Ao Fernando e o pessoal do Laboratério da Profa. Dra. Dorly por todos os galhos

quebrados.
Aos colegas e professores e funcionarios do Departamento de Biologia Celular.

A Alessandra de Mello Aguiar do IBMP pela disposicdo em me encaixar no

concorrido uso do citometro de vocés e ler as amostras comigo.
Ao pessoal da UNIFESP que foi muito solicito em me ajudar sempre que precisava.

A querida amiga Nani pela constante amizade, pelas boas conversas em tempos de

alegria e de estress, por compartilhar do sofrimento e das alegrias da vida de mestrando.

A querida amiga Makeli pela amizade e pelos abracos apertados, vocé também é um

exemplo de guerreira nessa vida académica.

As meninas da minha célula por sempre ouvirem meus pitis académicos e ainda

assim continuarem me amando e fingindo que sou uma pessoa normal.

Aos muitos amigos especiais que estdo sempre por perto para proporcionar bons

momentos.

A CAPES, CNPq e Fundacdo Araucaria pelo apoio financeiro.



bes3 expetiéncia ndo é o que nos acontece; é o que fazcmos ecom
¢9ullo Que nos acontece.

Fldous cftuxley



RESUMO

Loxoscelismo € o termo tipicamente utilizado para descrever o quadro clinico, lesdes
e reacgdes, desenvolvido apdés os acidentes envolvendo aranhas do género
Loxosceles. E considerado um sério problema de saude publica, principalmente no
Sul e Sudeste do Brasil, sendo o Parana o estado que mais notifica acidentes
provocados por aranhas do género. A analise histopatolégica do desenvolvimento da
lesdo dermonecrética, induzida em animais expostos ao veneno, inclui inumeras
alteragdes vasculares, tais como, a formacdo de blebs subendoteliais e a
degeneragdo da parede dos vasos sanguineos, bem como a deposigéo de fibrina e
a formagdo de trombos. O estudo com células endoteliais em cultura tem
demonstrado que tais alteracbes resultam de uma atividade direta e primaria do
veneno sobre as mesmas. O presente trabalho demonstra evidéncias adicionais do
mecanismo de acdo das toxinas do veneno de L. intermedia sobre células
endoteliais. Identificou-se que a interagdo do veneno com a superficie celular é
mediada pela integrina asB+1, bem como por carboidratos. Além disso, o veneno é
capaz de causar uma redugao desses carboidratos da superficie da célula. A
possibilidade da internalizacdo do veneno foi verificada, demonstrando-se que as
células endoteliais sao capazes de endocitar toxinas do veneno, que tem como
destino intracelular os lisossomos. Além disso, esta dindmica envolve um
mecanismo endocitico especifico, a pinocitose de fase fluida, processo este nao
observado em linhagens musculares e epiteliais de ovario, sugerindo que a
internalizacdo do veneno pode ser especifica para células endoteliais.
Adicionalmente, verificou-se os efeitos do veneno sobre as células endoteliais apds
longos periodos de exposicado. As analises morfologicas revelaram que a partir de 24
horas de exposi¢cdo, as células apresentam sinais de morte celular. Ultra -
estruturalmente, essas alteragcbes foram determinadas como caracteristicas do
processo de apoptose. A indugcdo desse mecanismo de morte foi confirmada pelo
aumento na expressdao da proteina pro-apoptética Bax nas células expostas ao
veneno. A avaliagdo da apoptose nas células tratadas com veneno por longos
periodos, demonstrou que o processo de morte celular, propriamente dito, €
desencadeado apenas nas células em suspensdo. Quando as células em
suspensao foram expostas ou ndo ao veneno, ficou evidente que a morte celular é
desencadeada pelo desalojamento das células, mecanismo conhecido por anoikis. A
observagao da acdo do veneno em células normais e em deficientes na sintese de
proteoglicano de heparam sulfato apontam para o papel protetor desse composto
caracteristico da superficie destas células, sugerindo que a sua presenca impede
uma acao direta das toxinas do veneno sobre as mesmas.

Palavras chaves: Loxosceles intermedia, células endoteliais, endocitose, anoikis,
heparam sulfato.



ABSTRACT

Loxoscelism is the term used to describe the lesions and clinical manifestations
caused by bites of Loxosceles spiders. This is considered a serious public health
problem, mainly in Brazil southern and southeastern, being Parana the State that
notifies the largest number of accidents caused by spiders of the genus. Histological
findings of dermonecrotic lesions in animals treated by venom have shown numerous
vascular alterations, like subendothelial blebs and the degeneration of blood vessel
walls, as well as fibrin and thrombus formation. Studies using culture endothelial cells
have been demonstrated that this morphological alterations result of a direct and
primary activity of venom on these cells. In this work we reported additional evidence
of the action mechanism of L. intermedia venom toxins upon endothelial cells. We
observed that the venom interaction with the cellular surface is mediated by integrin
asB+ as well as by carbohydrates. Also, the venom is able to cause a reduction of
these cellular surface carbohydrates. The possible venom internalization was
verified, and was observed that the endothelial cells are able to endocyte the venom
toxins, that have the lysosomes as intracellular target. Besides, this dynamic involves
a specific endocytic mechanism, the phase fluid pinocytosis, process not observed
by muscular and ovary epithelial cells, suggesting that the venom internalization
should be specific to endothelial cells. Additionally, was observed the effects of
venom on endothelial cells after long periods of exposition. The morphological
analyses revealed that after 24 hours of exposure, the cells present signs of cellular
death. Ultrastructural findings showed that these alterations are characteristic of
apoptosis. The induction of this mechanism of death was confirmed by the increased
expression of pro-apoptotic protein Bax on cells exposed to the venom. The
assessment of apoptosis on cells treated with venom for long periods, demonstrated
that the process of cellular death itself is triggered only in suspension cells. When
cells in suspension were exposed or not to the venom, was evident that the cellular
death is triggered by the detachment of the cell, mechanism known as anoikis.
Exposure of normal and deficient cells on the synthesis of heparan sulfate
proteoglycan to the venom, point to the protective role of this compound, suggesting
that the presence of heparan sulfate prevent the direct action of the venom toxins
upon endothelial cells.

Key words: Loxosceles intermedia, endothelial cells, endocytosis, anoikis, heparan
sulfate.
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1.1.  AS ARANHAS

Excluindo os insetos, as aranhas sdo os invertebrados terrestres mais bem
sucedidos, com mais de 40.000 espécies descritas por todo o globo, sendo que
provavelmente existam inumeras outras espécies ainda nao caracterizadas
(ESCOUBAS; DIOCHORT; CORZO, 2000).

Todas as aranhas sdo predadoras e, com excecdo da familia Uloboridae,
todas possuem glandula de veneno. O veneno é utilizado para matar ou paralisar a
presa. Diferente de outros animais venenosos, as aranhas nao sdo capazes de
ingerir a presa inteira, sendo assim, sua digestao é externa, com a prévia liquefagao
da presa por enzimas digestivas. As enzimas responsaveis por essa fungao nao sao
as do veneno, mas enzimas produzidas no intestino médio das aranhas, que sao
regurgitadas sobre a presa depois da mesma de ter sido paralisada (RASH,;
HODGSON, 2002).

Embora a diversidade bioldgica e ecoldgica das aranhas seja imensa, poucas
espécies estao relacionadas com acidentes envolvendo humanos. Dentre essas
espéecies que apresentam importancia médica, as que estdo mundialmente
distribuidas sdo as do género Latrodectus spp., popularmente conhecidas como
vilvas negras e as do género Loxosceles spp., popularmente conhecidas como
aranhas marrons. Com distribuicdo geografica menor estdo as do género Phoneutria
spp., endémicas no Brasil, popularmente conhecidas como armadeiras e as do
género Atrax spp. e Hadronyche spp., endémicas da Australia (ISBISTER; WHITE,
2004).

1.2. O GENERO Loxosceles

Conforme apresentado, o género Loxosceles representa aranhas
popularmente conhecidas como aranhas marrons. Esta denominagao é devida a sua
coloragao tipica que varia do marrom palido ao marrom escuro. Ainda, sao
conhecidas também por aranhas violinos, devido a forma da regido dorsal do
cefalotorax semelhante a de um violino (FIGURA 1A). Possuem seis olhos
organizados em pares que se arranjam formando um “U”, sendo esta disposigéo
caracteristica, um dos melhores meios de identificar a aranha marrom (FIGURA 1B)
(VETTER; VISSCHER, 1998). O padrao de distribuicdo dos olhos € invariavel entre
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as espécies do género, enquanto que o formato de violino pode variar de acordo
com o tamanho e coloragao das diferentes espécies (SWANSON; VETTER, 2006).
Em geral, s&o aranhas pequenas, apresentando o tamanho corporal variando de 8 a
15 mm e o comprimento das patas variando de 8 a 30 mm (FUTRELL, 1992).
Possuem dimorfismo sexual, sendo que em Loxosceles intermedia a fémea possui 0
corpo maior do que o macho, e este por sua vez, possui as patas mais delgadas e
alongadas que as da fémea (FIGURA 1C). As fémeas produzem maior quantidade
de veneno, e a concentracdo protéica nesse € maior quando comparado com o

veneno dos machos, sendo, portanto, mais venenosas que os machos. Todavia, a

composi¢cao dos venenos dos machos e das fémeas é semelhante (OLIVEIRA et al.,
1999).

A

Macho

FIGURA 1 - ARANHAS DO GENERO Loxosceles. A - Vista do cefalotérax evidenciando a regiéo
dorsal com formato semelhante ao de um violino (seta). B - Vista anterior demonstrando o padrédo de
distribuicdo dos 6 olhos arranjados em pares formando um “U”. C - Dimorfismo sexual da espécie
Loxosceles intermedia. ADAPTADO DE: (A) DIAZ; LEBRANC; 2007; (B) SWANSON; VETTER, 2006;
(C) da SILVA et al., 2004.

\
-émea

As aranhas do género Loxosceles podem viver de 3 a 7 anos (GONCALVES-
de-ANDRADE et al., 1999), ndo sdo agressivas, e possuem habito sedentario e
noturno e alimentam-se de pequenos insetos, tendo preferéncia por presas mortas.
Reproduzem-se com facilidade, mesmo em lugares pouco favoraveis (FUTRELL,
1992). Embora sejam mais facilmente encontradas durante as estagdes de calor,
podem suportar temperaturas que variam de 8 a 43°C e podem sobreviver sem

alimento ou agua por diversos dias ou mesmo por meses (FUTRELL, 1992). Essa
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facilidade de se adaptarem a diferentes condi¢des climaticas e de alimentacao,
associada com sua grande capacidade reprodutiva, permite que as aranhas do
género Loxosceles se adaptem em uma grande diversidade de ambientes, inclusive
no ambiente antropico (GONCALVES-de-ANDRADE; TAMBOURGI, 2003). Devido
ao seu habito noturno, durante o dia as aranhas do género Loxosceles preferem se
esconder em cavidades e outros lugares de refugio. No ambiente natural, elas sao
encontradas embaixo de pedras ou em tocas de outros animais. Dentro das casas,
s&o abundantes em locais escuros e secos (SWANSON; VETTER, 2006).

O veneno loxoscélico é usado para paralisar suas presas e também como um
mecanismo de defesa, motivo pelo qual picam o homem quando sao
ocasionalmente comprimidas (MALAQUE et al., 2002). A quantidade de veneno
inoculado € minima (cerca de 4uL) e contém de 65 a 100 ug de proteinas (SAMS et
al., 2001), a qual, conforme sera descrito posteriormente, é suficiente para causar
graves problemas ao acidentado.

O género Loxosceles & cosmopolita, possuindo mais de 100 espécies
descritas que tém como centro de origem a Africa e as Américas (MARQUES-DA-
SILVA; FISCHER, 2005). Muitas dessas espécies sdo conhecidas apenas por
poucos espécimes ou tém uma distribuicdo altamente restrita, e, portanto,
apresentam interesse apenas taxondémico. Dentre as espécies restantes com uma
distribuicdo ampla, muitas vivem em areas com pouca densidade demografica ou
tém seu numero populacional bastante reduzido, devido a destruicdo de seu habitat.
Dessa maneira, poucas espécies possuem um real interesse médico (SWANSON;
VETTER, 2006).

No Brasil ocorrem oito espécies de Loxosceles, sendo quatro endémicas do
pais: L. similis (PA, SP, MG e MS), L. gaucho (RS e SP), L. amazonica (AM, MG e
MA) e L. puortoi (TO) e quatro ocorrendo também em paises vizinhos: L. laeta (RS,
SP, RJ, MG e PR); L. intermedia (PR, DF, RJ, SP e RS); L. hirsuta (RS e PR) e L.
adelaida (RJ) (MARQUES-DA-SILVA; FICHER, 2005). Dentre essas, apenas trés
espécies (L. intermedia, L. gaucho e L. laeta) estdo envolvidas nos casos de
envenenamento humano, justamente pela facilidade em se adaptar ao ambiente
antropico, e por serem sinantropicas, isto €, adaptadas ao ambiente intradomiciliar
(MALAQUE et al., 2002). As espécies L. intermedia e L. laeta estdo tdo bem
adaptadas a esse microambiente, que ndo sao encontradas em ambiente natural,

apenas em ambientes urbanos, predominantemente nas casas, com preferéncia por
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esconderijos como mobilia, quadros e roupas (FISCHER; VASCONCELLOS-NETO,
2005).

A caracterizagao do veneno de espécies que ocorrem apenas em ambiente
natural, tais como a L. similis e a L. adelaida, demonstrou que essas também sao
capazes de causar envenenamento com o mesmo grau de severidade que o
envenenamento provocado pelas espécies sinantrépicas (PETREL et al., 2005;
SILVESTRE et al., 2005).

1.3. LOXOSCELISMO

1.3.1. Caracterizacao

O termo loxoscelismo € tipicamente utilizado para descrever os sinais e
sintomas resultantes de acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles (da
SILVA et al., 2004). Acidentes com aranhas do género tém sido descritos na
América do Sul (SEZERINO et al., 1998; SOUZA et al., 2008), América do Norte
(FUTRELL, 1992; SWANSON; VETTER, 2006), Europa, Africa, em algumas regibes
da Asia (NICHOLSON; GRAUDINS, 2002); Israel (COHEN et al., 1999) e na
Australia (FUTRELL, 1992; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).

O primeiro caso documentado de envenenamento pelo género foi descrito em
1879, quando um homem norte americano apresentava um quadro clinico
caracterizado por febre e hematuria, apdés a picada de uma aranha (HOGAN;
BARBARO; WINKEL, 2004). No Brasil, acidentes com o género Loxosceles tém sido
reconhecidos desde 1891, todavia apenas em 1954 a lesdo dermonecrotica foi
associada com a picada de aranhas desse género (PAULI et al, 2006).
Principalmente no Sul e Sudeste do Brasil, o loxoscelismo € considerado um sério
problema de saude publica, com mais de 3.000 casos registrados anualmente pelo
Ministério de Saude (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). De fato, o loxoscelismo
esta classificado como a terceira maior incidéncia de acidentes envolvendo animais
venenosos no pais (PAULI et al., 2006). O Parana é o estado brasileiro que mais
notifica acidentes provocados por aranhas do género, com uma média anual de

2.577 casos, sendo a espécie L. intermedia a mais comumente encontrada em



20
1.INTRODUCAO

ambiente urbano, e possivelmente a maior responsavel por estes acidentes
(MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005).

O loxoscelismo é caracterizado por duas variantes clinicas bem definidas: o
loxoscelismo cutaneo ou dermonecratico (que representa 84 — 97% dos casos) e o0
loxoscelismo visceral ou sistémico (que representa 3 — 16% dos casos) (FUTRELL,
1992; PAULI et al., 2006). O desenvolvimento de um quadro ou outro, ou de ambos
e a gravidade do acidente depende de alguns fatores relacionados, tais como: a
espécie da aranha, sexo do animal, quantidade de veneno inoculado, bem como
caracteristicas gerais do individuo acidentado, tais como: a idade; o estado
nutricional; o local da picada; susceptibilidade ao veneno e, o tempo em que este
individuo levou para procurar um tratamento adequado (GONCALVES-de-
ANDRADE et al, 1999; GUILHERME; FERNANDES, BARBARO, 2001; de
OLIVEIRA et al., 1999, 2005).

O veneno loxoscélico induz um mecanismo inflamatério que € indireto, logo, a
difusdo do veneno define a extensdao e a magnitude da lesdo dermonecroética
(GOMEZ et al., 2001). A regido das nadegas, coxas e abdémen, que sao regides de
maior concentragcdo de tecido adiposo, geralmente resultam nas piores lesbes e
cicatrizes (FUTRELL, 1992). Além disso, a lesdo € agravada pela presenga de
microrganismos, a bactéria Clostridium perfringens, oriunda das queliceras, a qual é
injetada juntamente com o veneno no ato da picada (MONTEIRO et al., 2002).

De maneira geral, a lesdo cutanea é caracterizada por dermonecrose local,
que aparece algumas horas apos a picada, e o espalhamento gravitacional da lesao,
sendo essas as manifestacbes que melhor definem e caracterizam o
envenenamento (FIGURA 2) (da SILVA et al., 2004). FUTRELL (1992) descreve
clinicamente o desenvolvimento da lesao, relatando que a picada é relativamente
indolor, motivo pelo qual normalmente ndo é percebida. Apds 2 a 8 horas, surge a
dor que pode variar de moderada a severa e € caracterizada por ser local, do tipo
“‘queimacgao” ou “ardéncia”, podendo ser acompanhada de prurido, edema, mal-estar
geral e febre. Esses sinais sdo geralmente seguidos (12- 24 horas) pela formagéo de
uma bolha ou pustula circundada por um halo de tecido isquémico que fica
avermelhado e uma zona palida denominada placa marmoérea. A regido circundante
com eritema adquire uma coloragdo violacea -caracteristica desse tipo de

envenenamento. Em poucos dias, a lesdo entra em processo de necrose e adquire
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FIGURA 2- LESAO DERMONECROTICA NA PELE DE COELHO APOS 24 HORAS DE EXPOSICAO
AS TOXINAS DO VENENO. Seta indica o local da inoculagdo das toxinas, e & possivel observar a
caracteristica escara preta e branca denominada placa marmoérea no local da inoculagao. A cabeca
de seta mostra o espalhamento gravitacional da lesdo. ADAPTADO DE: SENFF-RIBEIRO et al.,
2008.

uma cor azul-violeta com um distinto e caracteristico espraiamento gravitacional. A
regido azulada comega a se estender e as bordas da lesdo tornam-se irregulares e
no centro da lesdo forma-se uma depressao. Além disso, pode haver a formacéo de
abscesso ou escara de dificil cicatrizagao entre 3 a 7 dias. Apés uma semana, a
lesdo comega a endurecer, principalmente na regido central. A escara pode cair,
levando a formagao de uma ulcera que cicatriza entre 6 a 8 semanas e normalmente
requer um enxerto (FIGURA 3). Descrigbes semelhantes tém sido feitas por diversos
autores (SEZERINO et al., 1998, MALAQUE et al., 2002; HOGAN; BARBARO;
WINKEL, 2004).

A nivel sistémico o veneno pode levar a hemolise, coagulagao intravascular
disseminada, trombocitopenia, agregacédo plaquetaria além de apresentar uma
nefrotoxicidade que pode levar a insuficiéncia renal aguda (FUTRELL, 1992;
ZANETTI et al., 2002). Casos mais graves, tipicamente em criangas pequenas,
podem levar a morte (SWANSON; VETTER, 2006). As primeiras manifestagdes
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FIGURA 3 - DESENVOLVIMENTO DO QUADRO CLINICO APOS ACIDENTE COM ARANHA DO
GENERO Loxosceles. A - Duas picadas na parte superior do braco cerca de 20horas apds o
acidente. B - Duas semanas apods, a necrose esta mais evidente. C - Apds sete semanas, a necrose
esta bem demarcada e a lesao apresenta bordas irregulares e uma depressao no centro. D - Em dez
semanas, o0 processo de cicatrizacdo esta quase completo. ADAPTADO DE: NUNNELEE, 2006.

aparecem 24 horas apods a picada e os sintomas incluem, além da reagao local,
astenia (sensacao de fraqueza), nauseas, vomitos, febre, alteragcdes sensoriais,
cefaléias, insbnia, podendo ocorrer convulsbes e coma em casos mais graves,
sugerindo algum efeito sobre o sistema nervoso. Pode haver também prurido
generalizado e petéquias (lesdes puntiformes de cor escura na pele, semelhante a
picadas de insetos) (FUTRELL, 1992). Rash cutadneo (exantema) também tem sido
observado em alguns casos (ROBB; HAYES; BOYD, 2007). Recentemente foi
descrito um caso clinico onde o paciente apresentou um processo hemolitico grave,
evidenciado por hemoglobinuria, elevada concentragdo de bilirrubina e lactato
desidrogenase e reticulocitose (de SOUZA et al., 2008). Todavia, como ja descrito, o
envolvimento sistémico € menos comum que as lesdes cutédneas e ocorre na minoria
dos casos (da SILVA et al., 2004).
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1.3.2. Diagnostico e tratamento

O diagnéstico do loxoscelismo é raramente baseado na identificacdo da
aranha, visto que os pacientes geralmente ndo percebem que foram picados, mas
em sinais clinicos, sintomas caracteristicos, achados histoldgicos e na exclusdo de
outras etiologias (da SILVA et al., 2004). O teste diagndstico mais preciso em caso
de envenenamento seria a detecgao tanto do veneno propriamente dito, quanto de
anticorpos circulantes contra o veneno (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). Um
teste do tipo ELISA foi desenvolvido para a detec¢ao de proteinas do veneno de
Loxosceles spp., € além de identificar de amostras provenientes de camundongos
injetados com o veneno de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, é também capaz de
detectar antigenos circulantes no soro de pacientes envenenados por L. infermedia
(CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998). Segundo os autores, usando essa técnica, o
veneno pode ser detectado nas amostras analisadas até 4 dias apdés o
envenenamento. Embora esse teste laboratorial tenha uma aplicagdo clinica
potencial, ainda ndo estd comercialmente disponivel. Alternativamente, pode ser
realizada uma bidépsia da pele lesionada, e com base nas descricoes
histopatolégicas publicadas, constatar o quadro como uma picada de aranhas do
género Loxosceles (da SILVA et al., 2004).

No caso do loxoscelismo sistémico, alguns sinais clinicos e laboratoriais
podem ser uteis em determinar a sua presenca e severidade. Evidéncia de
hemdlise, reticulocitose e o aumento nos niveis de haptoglobina, lactato
desidrogenase ou bilirrubina podem sugerir um possivel comprometimento
sistémico, indicando a necessidade de uma investigagdo mais aprofundada
(HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004).

Varias intervencdes tém sido propostas e utilizadas para o tratamento do
loxoscelismo. Todavia, ndo ha um critério unanime para qual seja a melhor terapia,
havendo grande controvérsia sobre a efetividade do uso de drogas, soro anti-veneno
ou sua combinagdo (PAULI et al., 2006). Uma variedade de terapias como
corticoides, acido acetilsalicilico, antibidticos, heparina, gelo, oxigenioterapia
hiperbarica e outras substancias tém sido utilizadas, apresentando pouco ou
nenhum beneficio, e em alguns casos, efeitos colaterais indesejaveis (MOLD;
THOMPSOM, 2004). A baixa eficiéncia no tratamento esta diretamente associada

com o fato do mecanismo de agdao do veneno loxoscélico ainda nao ser
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completamente compreendido (PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2007). Em relagdo a
todas as intervencbes avaliadas, os soros anti-venenos especificos séao
mencionados como o0s que possuem melhor potencial terapéutico, quando
administrados nas primeiras horas apés o envenenamento, todavia ainda faltam
estudos clinicos para comprovar esses dados (PAULI et al., 2006). No Brasil, o uso
do soro anti-loxoscélico associado com corticoides constitui a intervencdo mais
utilizada na pratica médica (GUILHERME; FERNANDES, BARBARO, 2001).

Diante deste quadro, o melhor tratamento para picadas de aranhas do género
Loxosceles ainda é a prevengédo, que inclui medidas simples, como a checagem de
roupas, calgados e roupas de cama antes de usa-los, entre outros (FUTRELL, 1992;
da SILVA et al., 2004).

1.4. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DO VENENO DE Loxosceles spp.

O veneno de Loxosceles intermedia é um liquido incolor e cristalino formado
por uma mistura heterogenia de proteinas, sendo rico em proteinas de baixo peso
molecular variando entre 5-40kDa e, expressando, em menor extensao, proteinas de
alto peso molecular de 60 a 850kDa (VEIGA et al., 2000a). Diversas toxinas tém sido
identificadas e caracterizadas bioquimicamente no veneno loxoscélico, entre elas as
mais estudadas s&o as fosfolipases D (TAMBOURGI et al., 1995; BARBARO et al.,
1996; CUNHA et al., 2003; CHAIM et al., 2006; da SILVEIRA et al.,2006; da
SILVEIRA et al., 2007a; APPEL et al., 2008), metaloproteases e serinoproteases
(FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2000a; da SILVEIRA et al., 2007b) e
hialuronidases (FUTRELL, 1992; YOUNG; PINCUS, 2001; BARBARO et al., 2005;
da SILVEIRA et al, 2007c). O veneno nao contém proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, residuos de galactose ou acido sialico como estruturas
complexas. No entanto € rico em proteinas contendo residuos de agucares N-
ligados (VEIGA, et al., 1999).

O grupo de toxinas que causa grande parte dos efeitos nocivos do veneno é
conhecido como toxinas dermonecréticas (30-35kDa), que sdo as moléculas
melhores caracterizadas bioquimicamente em diferentes venenos loxoscélicos.

Apesar da grande quantidade de toxinas descritas no veneno, a familia das toxinas
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dermonecroticas € capaz de induzir a dermonecrose, hemdlise, agregagao
plaquetéaria (da SILVA et al.,, 2004; SWANSON; VETTER, 2006), disturbios renais
(CHAIM, et al., 2006), aumento na permeabilidade vascular e resposta inflamatoéria
(PALUDO et al., 2008). Essas toxinas foram previamente caracterizadas como
esfingomielinases D, baseado na hidrolise do fosfolipidio esfingomielina no sitio da
colina, resultando na liberagdo de ceramida fosfatada (FUTRELL, 1992). Todavia,
baseado em estudos bioquimicos, LEE e LYNCH (2005) demonstraram que essas
enzimas tém uma especificidade de substrato mais ampla, hidrolisando
glicerofosfolipidios e esfingolipidios que geram acido lisofosfatidico ou ceramida 1-
fosfato. Assim, tem sido sugerido que essas toxinas sejam melhor denominadas de
fosfolipases D, devido a essa grande gama de substratos lipidicos (KUSMA et al.,
2008). Atualmente, sabe-se que as fosfolipases D formam uma familia de toxinas
presentes no veneno de diversas espécies do género Loxosceles e existem em
diversas isoformas (MACHADO et al., 2005; KALAPHOTAKIS et al., 2007; CHAIM et
al.,2006; da SILVEIRA et al, 2007a). Surpreendentemente, a atividade
esfingomielinasica dessas enzimas € atualmente desconhecida para outros
organismos venenosos do reino animal, apenas para as aranhas do género
Loxosceles (BINFORD; MATTHEW; CORDES, 2005).

Algumas das atividades nocivas do veneno também podem ser atribuidas a
proteases. No veneno de L. intermedia foram descritas duas metaloproteases
denominadas Loxolisina A (20-28 kDa) e Loxolisina B (32-35 kDa). A primeira possui
atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica e a segunda gelatinolitica estando
provavelmente associadas aos efeitos necréticos e hemorragicos do veneno e
também disturbios renais e coagulagéo intravascular disseminada (FEITOSA et al,,
1998; ZANETTI et al., 2002). Também foram descritas no veneno de L. intermedia
duas serinoproteases de 85kDa e 95 kDa, com atividade gelatinolitica entre pH 7,0-
8,0, demonstrando-se sua atividade em condigdes normais da fisiologia humana, no
pH entre 7,2 -7,3 (VEIGA et al., 2000a). Mais recentemente, através da utilizacédo de
uma biblioteca de cDNA do veneno de L. intermedia, foi clonada e expressa uma
metaloprotease do veneno recombinante. A caracterizacdo estrutural desta enzima
revelou que pertence a familia das astacinas, caracteristica nunca antes conferida a
nenhuma metaloprotease presente em secregao venenosa animal (da SILVEIRA et
al., 2007b).
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A presencga de hialuronidases no veneno que degradam o acido hialurénico e
residuos de condroitim sulfato pode estar relacionada ao espalhamento gravitacional
da dermonecrose atuando como um fator de espalhamento sistémico, facilitando a
difusdo de outras toxinas do veneno (da SILVEIRA et al., 2006). Com o uso de
reacao colorimétrica foi observado que a hialuronidase € uma endo-f3-N-acetil-D-
hexosaminidase. Experimentos de zimograma com veneno de L. intermedia
demonstraram proteinas com massa molecular aparente de 41 e 43KDa, com
atividade glicolitica sobre o acido hialurénico (da SILVEIRA et al., 2007c).

Embora diversos estudos recentes enfoquem a caracterizagdo de algumas das
toxinas presentes no veneno das aranhas do género Loxosceles, principalmente
devido ao advento de técnicas de biologia molecular que permitem a purificagéo e
producao dessas toxinas, muitas das atividades induzidas pela picada ainda nao
estdo relacionadas com toxinas especificas e muitas toxinas ainda nao foram
caracterizadas. Assim, a avaliacdo bioquimica do veneno e a associacdo desses
dados ao quadro clinico desenvolvido ainda € um amplo campo de estudo.
Recentemente, o estudo do transcriptoma da espécie L. laeta demonstrou que as
glandulas de veneno da espécie produzem uma grande quantidade de moléculas
com caracteristicas estruturais e funcionais. Varios transcritos apresentaram
sequéncias semelhantes a sequiencias depositadas no GenBanK podendo ser
caracterizadas como neurotoxinas, hialuronidases, fosfolipases D, metaloproteases,
lipases, serinoproteases, lectinas, inibidores enzimaticos, alérgenos, dentre outros.
Curiosamente 25% dos transcritos ndo apresentaram nenhuma similaridade
significante com qualquer sequéncia no GenBanK, o que reforca a amplitude de
informacgdes que ainda nao foram descobertas para elucidar o mecanismo molecular
de acdo desses venenos (FERNANDES-PEDROSA et al., 2008).

1.5. CONSEQUENCIAS TECIDUAIS E CELULARES APOS EXPOSIQAO AO
VENENO DE L. intermedia.

Dados clinicos e biopsias de pacientes humanos apds a picada por aranhas
do género Loxosceles mostram infiltrado inflamatério, trombose, hemorragia,

dermatite, inflamagédo aguda, endurecimento da area lesionada, eritema e necrose
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tanto da epiderme quanto da derme (FUTRELL, 1992; da SILVA et al., 2004).
Dados histopatolégicos descritos em modelos animais usando veneno extraido de
diferentes espécies de Loxosceles spp. suportam os dados patoldgicos acima
mencionados (da SILVA et al., 2004). Uma descrigdo detalhada dos efeitos, apos
uma exposi¢cdo aguda (entre 1 hora de exposi¢cdo, onde se observa os primeiros
sinais evidentes de injuria, até 48 horas) ao veneno de L. intermedia em coelhos foi
apresentada por OSPEDAL e colaboradores (2002). Os autores demonstram a
existéncia de edema intersticial, exsudacéo do plasma (indicando uma deposigéo de
fibrina no tecido conjuntivo), uma acumulacdo massiva de leucocitos dentro e ao
redor dos vasos sanguineos e uma evidente diapedese de infiltrado inflamatério
tanto nas estruturas intersticiais como no tecido muscular, necrose de foliculos
capilares, hemorragias, trombose necrética com oclusdo de vaso, degeneracdo da
parede dos vasos sanguineos, edema muscular, miolise e mionecrose (OSPEDAL et
al., 2002; ZANETTI et al., 2002). Analises histopatologicas da escara apos 14 dias
de envenenamento demonstram, principalmente, um denso infiltrado de células
inflamatorias, necrose tecidual coagulativa e vasculite (ELSTON et al., 2000).

O veneno da L. intermedia apresenta efeito nocivo direto sobre o endotélio,
agindo tanto nas células endoteliais da parede dos vasos sanguineos (VEIGA et al.,
2001a) como na membrana basal subendotelial, estrutura de extrema importancia
para a integridade dos vasos (ZANETTI et al., 2002). A interagdo do veneno com o
tecido implica em ativacdo do sistema do complemento, intensa migracdo de
leucécitos polimorfonucleares, liberacdo de enzimas proteoliticas, liberacdo de
citocinas, agregacao plaquetaria, e alteracbes na hemostase (PATEL, et al., 1994;
da SILVA et al., 2004; van der BERG et al., 2007).

Além da dermonecrose caracteristica no local da picada, analises
histopatolégicas de alguns 6rgaos de camundongos apds envenenamento com
veneno de L. intermedia revelam alteragdes marcantes nos rins (LUCIANO et al.,
2004; CHAIM et al., 2006) e figado (de OLIVEIRA CHRISTOFF et al., 2008). Tanto
para os rins, quanto para o figado, foi demonstrada a ligacéo direta do veneno sobre
as estruturas teciduais, sugerindo que as toxinas do veneno de Loxosceles sao
agentes diretos e potenciais da nefrotoxicidade e hepatotoxicidade observadas
(LUCIANO et al., 2004; de OLIVEIRA CHRISTOFF et al., 2008). Além disso, os

efeitos patologicos sobre os rins também estdo associados a disturbios
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hematologicos, como a hemdlise intravascular e a coagulagcdo intravascular
disseminada (LUNG; MALLORY, 2000).

O veneno de L. intermedia apresenta efeitos sobre as biomoléculas de
membrana basal e da matriz extracelular. O veneno parece nao apresentar
nenhuma atividade sobre laminina, colageno tipo IV ou | purificados (FIGURAS 4A —
C), contudo, apresenta atividade hidrolitica sobre a entactina, tanto na molécula
isolada quanto, quando complexada com laminina (FIGURA 4G). Além disso, &
descrita a degradagao do core protéico do proteoglicano de heparam sulfato e das
cadeias polissacaridicas de condroitim sulfato (VEIGA et al., 2000b, 2001a). O
estudo da atividade do veneno sobre moléculas da matriz extracelular plasmatica
tem demonstrado que possui atividade degradativa nas cadeias A e B da
fibronectina, digestao parcial do fibrinogénio e nenhuma atividade proteolitica sobre
vitronectina soluvel (FIGURAS 4 D- F) (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2001b).
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FIGURA 4 — ACAO PROTEOLITICA DO VENENO DE L. intermedia SOBRE MOLECULAS
PURIFICADAS DA MATRIZ EXTRACELULAR. As diferentes moléculas de matriz foram incubadas na
auséncia (-) ou na presenca (+) do veneno e analisadas em gel de SDS-PAGE. A - Laminina extraido
do tumor de EHS. B - Colageno do tipo | extraido do tendado de rato. C - Colageno do tipo IV de
placenta humana. D - Fibrinogénio humano. E - Fibronectina humana. F - Vitronectina humana. G -
Dimero de laminina e entactina extraidos de tumor de EHS. FONTE: VEIGA et al., 2001b.
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Diante dos inumeros achados histoldgicos apds exposi¢ao in vivo as toxinas
do veneno, estudos utilizando linhagens celulares tém demonstrado que este
contribui direta ou indiretamente para a citotoxicidade em diferentes células. As
toxinas do veneno de L. intermedia possuem atividade hemolitica em eritrocitos pela
ativacdo do complemento, tanto pela via classica quanto pela via alternativa,
clivando glicoforinas da superficie celular pela ativagdo de metaloproteases
endoégenas e também causando a externalizagdo de fosfatidilserina na membrana
(TAMBOURGI et al., 2000, 2002). O veneno possui um efeito inibitorio direto na
quimiotaxia de neutrdfilos (MAJESTIK et al., 1977). Citotoxicidade direta tem sido
observada apds o tratamento de células epiteliais renais (linhagem MDCK) com o
veneno, com uma diminuigdo da viabilidade celular tempo e dose dependentes
(CHAIM et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007). O veneno provoca a morte celular por
apoptose em queratindcitos (linhagem HaCaT) por um processo indireto que envolve
aumento na expressédo de metaloproteases endogenas (PAIXAO-CAVALCANTE et
al., 2006). Ainda, o veneno possui atividade também sobre linhagens de células
endoteliais (VEIGA et al., 2001a; PALUDO et al., 2006) . Como estas sao o foco do
presente trabalho, uma revisdo mais detalhada sobre os efeitos das toxinas do

veneno sobre as células endoteliais faz-se necessaria.

1.6. ATIVIDADES DO VENENO DE Loxosceles intermedia SOBRE CELULAS
ENDOTELIAIS

Células endoteliais, anteriormente conceituadas como uma camada de célula
do interior dos vasos sanglineos que formavam uma simples barreira passiva sao,
atualmente, consideradas constituintes teciduais metabdlicos que regulam uma
variedade de respostas biologicas e fung¢des fisiolégicas (BACHETTI; MORBIDELLI,
2000). Através da sua capacidade de expressar moléculas pro e anticoagulantes,
vasoconstritores e vasodilatadores, citocinas, bem como moléculas chaves para a
adesao celular, o endotélio tem surgido como um dos elementos essenciais para a
regulacao da hemostasia (WAKEFIELD; MYERS; HENKE, 2008).

Visto que uma das principais caracteristicas da dermonecrose induzida por

aranhas do género Loxosceles € a acumulagdo de células inflamatérias,
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especialmente leucécitos polimorfonucleares ao redor dos vasos sanguineos,
inicialmente acreditava-se que as consequéncias hemorragicas provocadas pelo
veneno fossem principalmente devido a essa massiva infiltracdo de
polimorfonucleares (FUTRELL, 1992). Todavia, experimentos in vitro demonstraram
que o veneno € incapaz de provocar ativagao leucocitaria direta, ao invés disso,
induz um efeito inibitério direto sobre leucécitos e também na quimiotaxia de
neutréfilos (MAJESKI et al., 1977). Esse aparente paradoxo foi resolvido pela
observacdo de que uma das primeiras alteracdes apOs exposicado ao veneno € o
dano seletivo ao endotélio vascular. Analises histologicas de seccdes da pele de
coelho tratadas com veneno e processadas para microscopia eletronica de
transmissao, demonstram a formacgao de vacuolos subendoteliais e a degeneragao
da parede dos vasos apos 4 horas de exposicdo ao veneno (FIGURAS 5 A-C)
(VEIGA et al., 2001a). Assim, a massiva reacdo inflamatoria observada é
primariamente dependente da ativacdo das células endoteliais. De acordo com a
literatura, a resposta inflamatéria e a participagao dos neutroéfilos sdo dependentes
do efeito do veneno como agonista sobre as células endoteliais, que ao induzir a
expressao de moléculas envolvidas com eventos inflamatérios, conduz a uma
ativacdo indireta e desregulada de neutréfilos envolvidos com a dermonecrose
(PATEL et al., 1994).

Essas evidéncias levam a suposicdo de que as desordens envolvendo a
degeneragdo da parede dos vasos sanguineos observadas apos exposi¢ao ao
veneno de L. intermedia resultam da degradacdo de moléculas da matriz
extracelular, tais como fibronectina e fibrinogénio, da degradacdo na estrutura da
membrana basal, com a clivagem de entactina, e também da atividade direta e
primaria do veneno sobre células endoteliais (VEIGA et al., 2001a; ZANETTI et al.,
2002; PALUDO et al., 2006).

O estudo dos mecanismos de agao do veneno sobre células endoteliais
isoladas tem sido realizado in vitro com o uso de uma linhagem da aorta de coelho
em cultura (linhagem RAEC). Com o emprego dessa linhagem, observou-se que a
exposicao das células ao veneno de L. intermedia induz perda da adesido das
células ao substrato tempo dependente, degradagdao de componentes da matriz
extracelular e a liberagao de proteoglicanos da matriz extracelular e da superficie da

célula para o meio de cultura (VEIGA et al., 2001a). Verificou-se que ha interagao
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FIGURA 5- ACAO DO VENENO DE L. intermedia SOBRE O ENDOTELIO VASCULAR. A - Vaso
sanguineo normal da pele de coelho (setas indicam células endoteliais). B - Vaso sanguineo da pele
de coelho exposta ao veneno de L. intermedia por 3 horas mostrando blebs subendoteliais (seta). C -
Em maior magnificacdo é possivel observar varios blebs subendoteliais e vacuolos (setas). Imagens
em microscopia de luz. D - Célula endotelial em cultura com morfologia tipica de células controles. E -
Célula exposta ao veneno por 3 horas, percebe-se uma reducdo citoplasmatica e o aumento de
proje¢cdes membranares. Imagens em microscopia eletrénica de varredura. ADAPTADO DE: VEIGA
et al., 2001; PALUDO et al., 2006.

das toxinas do veneno tanto na superficie de células endoteliais em cultura, quanto
uma acao e interacdo sobre a matriz extracelular. Estas toxinas degradam tanto a
fibronectina exdégena (VEIGA et al, 2001a), como também a fibronectina
sintetizadas por estas células (PALUDO, et al., 2006). Os resultados também
demonstram que células endoteliais apds tratamento com o veneno sofrem retragao
progressiva do citoplasma e uma diminuicdo na adesao célula-célula, apresentando
profundas alteragdes morfologicas (FIGURAS 5 D e E). Além disso, essas células
reorganizam seu citoesqueleto e desorganizam e perdem os pontos de adeséo a
matriz extracelular (contatos focais) (PALUDO et al., 2006). Tais alteracbes nao sao
associadas a inducao de morte celular, uma vez que células tratadas com o veneno
por 18 horas, quando lavadas e postas para readerir, crescem normalmente
aderidas ao substrato da cultura (FIGURA 6) (VEIGA et al., 2001a).
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FIGURA 6- REPLAQUEAMENTO DE CELULAS ENDOTELIAIS SOLTAS PELA ACAO DO VENENO.
A- células controles ndo expostas as toxinas do veneno. B- Células expostas ao veneno por 6 horas.
C- Células expostas ao veneno por 18 horas. As células em suspesdo apds o tratamento por 6 e 18
horas foram coletadas e lavadas duas vezes com F12 e plaqueadas novamente, D e E,
respectivamente. F- Células na auséncia do veneno foram removidas da placa de cultivo com enzima
proteolitica apenas como controle experimental. Todas as células replaqueadas foram mantidas por
72horas com F12 suplementado com 10% de SFB e entao fotografadas. ADAPTADO: VEIGA et al.,
2001a.

O presente trabalho tem como objetivo, ampliar os conhecimentos acerca dos
efeitos das toxinas do veneno de L. intermedia sobre células endoteliais. Diante dos
dados na literatura, o trabalho desenvolvido subdivide-se em dois focos principais.
Para uma melhor compreensdo dos mesmos, optou-se por apresenta-los como
capitulos distintos dentro da dissertagdo. Resumidamente, o capitulo | refere-se a
caracterizagao da interacdo das toxinas do veneno com a superficie das células
endoteliais e a descricdo de sua internalizagdo. Ja, o capitulo Il diz respeito ao
estudo do mecanismo de morte celular induzido em células endoteliais apds
exposicao as toxinas do veneno e ao papel de um proteoglicano de heparam sulfato

de superficie celular como molécula protetora da agao direta das toxinas do veneno.
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2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Endocitose

Células eucaridticas possuem a capacidade de internalizar fluidos ou
particulas a partir do ambiente extracelular, utilizando uma variedade de processos
diferentes. O conjunto de mecanismos, pelos quais as células internalizam
macromoléculas e particulas dentro de vesiculas de transporte, derivadas da
membrana plasmatica, € denominado de endocitose (CARDELLI, 2001). Uma gama
heterogénea de processos celulares estdo envolvidos com a endocitose, incluindo: a
captacdo de nutrientes, a reciclagem de vesiculas sinapticas, a regulagdo da
expressao de receptores de superficie, o remodelamento da membrana plasmatica e
a geragao de polaridade na célula. Para satisfazer as diferentes necessidades
desses processos, as vias endociticas possuem consideravel diversidade em termos
de regulagdo, especificidade de diferentes cargas e destino final no interior das
células (NICHOLS; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2001).

Independente do processo utilizado para a internalizagcdo na célula a partir da
invaginagdo da membrana para a formacdo das vesiculas endociticas, essas
possuem um destino intracelular especifico que incluem os lisossomos, o Complexo
de Golgi ou a reciclagem para a membrana plasmatica (JONES, 2007). A
organizacao espacial do sistema de endomembranas e também do transporte pelas
vias endociticas € controlada pelo citoesqueleto, que tipicamente controla o
movimento das vesiculas para a regido perinuclear que contém lisossomos,
endossomos de reciclagem, o centro organizador de microtubulos e o Complexo de
Golgi (SOLDATI; SCHLIWA, 2006) .

Os varios mecanismos de endocitose podem ser classificados em duas
grandes categorias que sdo a “fagocitose”, que envolve a captacdo de grandes

particulas, e a “pinocitose”, que constitui a absorcéo de fluidos e pequenos solutos.

A fagocitose, em mamiferos, € normalmente restrita a algumas células
especializadas, como macréfagos, mondécitos e neutrdfilos, enquanto que a
pinocitose ocorre em todas as células (CONNER; SCHMID, 2003).
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A pinocitose pode ocorrer de maneira receptor-dependente ou por fase fluida.
A pinocitose mediada por receptor exige uma interagdo especifica entre o receptor e
o ligante que sera internalizado, e é saturavel no que diz respeito a concentragao
externa do ligante. Na endocitose de fase fluida ndo existe a interagdo com um
receptor especifico na membrana para que os compostos possam ser endocitados
(WOLKERS et al., 2003). Assim, na endocitose de fase fluida, a sinalizagao para a
internalizagao nao é realizada pelas moléculas que revestem as vesiculas, como no
caso da endocitose dependente de clatrina, mas é mediada pela composi¢ao da
membrana plasmatica e os diversos mecanismos especificos envolvem a
heterogeneidade de lipidios e proteinas das mesmas, bem como a utilizagdo de
microdominios estruturais de membrana, conhecidos como lipid-rafts, que brotam
para o interior das células (KIRCHHAUSEN, 2000).

Potencialmente, os mecanismos que envolvem a endocitose de fase fluida
podem desempenhar papéis vitais na reciclagem, remodelamento e regulagdo da
composicao lipidica da membrana plasmatica, na captagédo de toxinas e virus, e na
regulacéo da transdugéao de sinais (NICHOLS; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2001) .
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2.2. OBJETIVOS

Como as proteinas do veneno de L. intermedia apresentam interacdo com a
superficie das celulas endoteliais, esta parte do trabalho buscou verificar em quais
moléculas ocorre esta interacao e se estes compostos podem ser endocitados.
Assim, os objetivos deste capitulo foram:

» Identificar moléculas chaves na interacdo das toxinas do veneno de L.
intermedia com a superficie celular.
» Verificar se as células endoteliais sdo capazes de internalizar as moléculas do

veneno.

Caso ocorresse a internalizagao, seria objeto de estudo também:

» Verificar por qual processo de endocitose ocorre a internalizagdo destes

compostos, seja mediada por receptor ou por fase fluida.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Obtencédo da Loxosceles intermedia

Foram utilizados individuos adultos de Loxosceles intermedia coletados na
cidade de Curitiba e regido metropolitana e mantidos no Laboratério de Matriz
Extracelular e Biotecnologia de Venenos da UFPR.

2.3.2. Extracdo de veneno loxoscélico por eletrochoque

O veneno de L. intermedia foi obtido de aranhas adultas mantidas em
condicbes apropriadas e submetidas a eletrochoque de 15 volts no cefalotérax
conforme descrito por FEITOSA et al. (1998).

2.3.3. Dosagem de proteinas

A estimativa da concentracido de proteinas presentes nas toxinas do veneno
foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A leitura do produto das
reacoes colorimétricas foi feita através de leitor de ELISA em placa de 96 pocos

(microensaio).

2.3.4. Cultura celular

Células endoteliais de aorta de coelho (linhagem RAEC) (BUONASSISI,
1973), células subendoteliais da musculatura lisa de aorta de coelho (linhagem RI)
(BUONASSISI; VENTER, 1976) e células do ovario de hamster chinés (linhagem
CHO) foram mantidas em meio F12 (mistura de nutrientes Ham's F12) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) com L-glutamina, suplementado com bicarbonato de sdédio
(14mM), 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,SP, Brasil), antibiético
(100IU/mL de penicilina) e antimicético (100ug/mL de estreptomicina) ambos
provenientes da Sigma (Sigma—Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Essas
linhagens celulares foram gentilmente cedidas pela Profa Dra Helena Bonciani
Nader — UNIFESP.
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As células foram mantidas em incubadora de CO; (SANYO, modelo MCO-
1SAC, Japao) a 37°C, com uma atmosfera imida, sob tensdo de 5%. CO,. As trocas
de meio foram realizadas a cada dois dias e os subcultivos, realizados quando as
células atingiam a confluéncia.

Para subcultivar as células, as mesmas foram primeiramente lavadas com
solugcdo de EBSS (solugdo salina balanceada de Earl) sendo posteriormente,
acionado solugdo de pancreatina diluida em EBSS (0,25% w/v). O complexo
enzimatico de pancreatina (também conhecida como viocase) é composto por
colagenases, elastases, esterases, nucleases e peptidases. Este complexo é
extraido do pancreas suino e foi adquirido da Gibco (Life Technologies Rockville,
MD, EUA). As células permaneceram sob agado enzimatica por um periodo de 20
minutos. A seguir, a suspensao de células foi diluida em meio F12 contendo 10% de
SFB, para inibir acdo enzimatica. A seguir, as células foram coletadas por
centrifugacdo e ressuspensas novamente em meio F12 contendo 10% de SFB.
Dependendo do objetivo do ensaio, as células foram cultivadas em frascos, placas
de Petri ou de “multiwell” provenientes da TPP (Trasadingen, Switzerland).

Estoques celulares foram mantidos no nitrogénio liquido, armazenados em
tubos adequados, em solugéo de congelamento (50% de soro fetal bovino e 10 % de
DMSO (Sigma-Aldrich) em F12).

2.3.5. Reacdes de imunomarcacao ou deteccao citoquimica

Células endoteliais e musculares foram plagueadas em laminulas circulares
de 13 mm de diametro (5 x 10° células por laminulas) e mantidas em cultura (37°C a
5% de CO;) por 4 dias. As células foram expostas ou ndo (controle) as toxinas do
veneno de aranha marrom (40ug/ml) diluido em meio F12, sendo mantido por 1 ou 3
horas, a 37°C ou a 4°C, dependendo do ensaio.

Apos o periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas
em solugdo de paraformaldeido (Electron Microscopy Sciences, Washington, NY,
USA) (2% em PBS) por 30 min. A seguir, foram lavadas com PBS, seguido de
blogueio dos radicais aldeidicos livres, pela incubagdo com solugao de glicina 0,1M

por 2 minutos (Merck, Darmstadt, Alemanha). Apds a lavagem novamente com PBS,
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as células foram incubadas com solugao de albumina (1% em PBS) por 20 minutos,
para bloquear os sitios de interacao inespecifica para proteinas.

Para a marcacgao da superficie celular foi utilizado anticorpo monoclonal anti-
integrina a5B1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e lectina
conjugada com FITC (4ug/mL) (Sigma, USA), diluidos em PBS contendo 1% de
BSA, por 1hora. Apos o periodo de incubacéo, as células foram lavadas 5 vezes em
PBS. No caso da marcagao da integrina, as células foram submetidas a um novo
bloqueio com PBS contendo 1% de BSA por 20 minutos. A seguir, as células foram
entdo incubadas com anticorpo anti-lgG de cabra, conjugado com Texas Red (1:250
em PBS) por 40 minutos (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA), sendo
posteriormente lavadas por dez vezes com PBS.

Para a identificagdo da ligacao das toxinas do veneno, foi utilizado anticorpo
policlonal que reconhece as moléculas do veneno, o qual é produzido em
camundongo (IgG) pelo laboratério do Prof. Dr. Silvio Sanches Veiga. Para tanto foi
incubado por 1 hora, na diluigdo de 1:1000 (em PBS contendo 1% de BSA). Quando
0 experimento envolvia a internalizacao das toxinas, as células foram previamente
permeabilizadas, pela incubagédo por 20 minutos, com 0,01% de saponina (Sigma-
Aldrich) em PBS contendo 1% de BSA. A seguir, o anticorpo anti-veneno foi
incubado por 1 hora no mesmo tampao de permeabilizagdo. Apds a incubacdo, as
células foram lavadas 10 vezes com PBS. As células foram entdo incubadas com
anticorpo anti-lgG de camundongo, conjugado com Alexa 488 ou Texas Red (1:250)
(Jackson ImmunoResearch) em PBS contendo 0,01 de saponina, por 40 minutos e,
subseqlentemente, foram lavadas por dez vezes com PBS.

Para a identificagdo dos lisossomos foi adicionado ao meio de cultura (na
presengca ou nado de veneno) 500nM de Lyso-Tracker Red (Invitrogen, Molecular
Probes, Camarillo,CA, EUA), o qual foi mantido por 1 hora (37°C, 5% de CO.).

A identificagdo de pinocitose por fase fluida foi realizada pela incubagao do
composto Lucifer Yellow (1mg/ml) (Sigma-Aldrich), o qual foi adicionado ao meio de
cultura, sendo incubado de maneira semelhante ao Lyso - tracker conforme descrito
anteriormente.

Os controles para os experimentos de imunomarcagao foram realizados pela
omissao do anticorpo primario. Para as células nao tratadas com o veneno, o
controle foi obtido pela incubagdo com o anticorpo anti-veneno, seguido pelo

anticorpo secundario, conforme descrito anteriormente.
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Ao final das reacdes de imunomarcacao ou detecgao citoquimica, as células
foram novamente lavadas com PBS e entdo coradas com solugdo de DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) a
3uM em PBS por 15 minutos. Apds a incubacgao, as células foram lavadas com PBS
por 5 vezes e lavadas com agua milli-Q e entdo montadas em laminas histologicas
com Fluoromont G (2:1 em PBS) (Electron Microscopy Science). O material foi
analisado em microscopia de fluorescéncia convencional ou confocal. Para a
fluorescéncia convencional foi utilizado o microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha) e para a fluorescéncia confocal foi utilizado o modelo Radiance 2100 da
Bio Rad (Bio Rad Hercules, Richmond, CA, EUA).

2.3.6. Citometria de fluxo

As células endoteliais em suspens&o (10° células/mL) (previamente removidas
com viocase) foram expostas ou ndo (controle) para as toxinas do veneno (40ug/mL
em F12 na auséncia de SFB) por 3 horas a 37°C sob agitagdo branda. Apds o
periodo de incubagao, as células foram lavadas com PBS, por cinco vezes e
coletadas por centrifugacdo. Entdo, os sitios inespecificos de interacdo para
proteinas foram bloqueados pela incubagédo com PBS contendo 1% de BSA, por 20
minutos. Para a detecgdo dos carboidratos presentes na superficie celular, as
células foram incubadas com Lectina conjugada com Alexa Fluor 488 (4ug/mL em
PBS) por 40 minutos, sendo posteriormente lavadas por cinco vezes com PBS.

Foram analisados 10.000 eventos para cada amostra no citbmetro de fluxo,
utilizando o aparelho FACScalibur da Becton-Dickinson (Becton Dickison, Mountain

View,CA, EUA). Os resultados obtidos foram analisados no programa Cell Quest.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Interagcdo das toxinas do veneno de L. intermedia com componentes da

superficie celular

Como apresentado anteriormente, as toxinas do veneno sao capazes de
interagir com componentes da superficie celular das células endoteliais. Assim,
inicialmente buscamos avaliar se esta interagdo € mediada por integrinas e/ou
carboidratos.

Para tanto, foi utilizado ensaios de dupla marcacgao, utilizando a marcacao
especifica para reconhecer toxinas do veneno ligadas nas células, juntamente com a
imunomarcacéao da integrina asf31 ou com a detecgao citoquimica de glicoconjugados
especificos, pela utilizagao de Lectina WGA, conforme descrito em Métodos.

A marcacao obtida para a integrina asp+ nas células controles esta mostrada
na FIGURA 7A. A ampliagdo desta imagem (FIGURA 7B) evidencia a morfologia
tipica de células endoteliais em cultura: células bem espraiadas com numerosos
processos laterais projetando-se do corpo celular, permitindo a adesado da célula
sobre a superficie da laminula.

As células que foram expostas ao veneno por 3 horas ainda apresentam
marcacgao positiva para a integrina asp1 (FIGURA 7C). Fica evidente que ocorre uma
profunda alteracdo morfolégica, mostrando agora células arredondadas. A presencga
de toxinas do veneno ligadas na superficie das células é evidenciada na FIGURA
7D, como descrito previamente por trabalhos do nosso grupo de pesquisa (PALUDO
et al., 2006). A sobreposi¢cdo das imagens C e D (FIGURAS 7E e F) mostra que
ocorre uma co-localizagdo da marcagao obtida para as integrinas as1 com a obtida
para o veneno, sugerindo que toxinas loxoscélicas sdo capazes de interagir com
integrinas.

Ja com o estudo de glicoconjugados da superficie celular pode-se observar a
marcagao positiva para a Lectina WGA FITC, indicando que as células controles
(ndo expostas para as toxinas do veneno) sdo ricas em N-Acetil-Glucosamina
(FIGURAS 8A e B). Na imagem ampliada (FIGURA 8B) observa-se que a marcagao
€ bastante pontual, indicando que diferentemente das integrinas, estes

glicoconjugados possuem uma distribuicdo bastante irregular.
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FIGURA 7 - CO-LOCALIZACAO DAS TOXINAS DO VENENO COM A INTEGRINA as3; PRESENTE
EM CELULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA. Células endoteliais com 4 dias de plaqueamento foram
mantidas na auséncia e na presenca do veneno de L. intermedia (40 ug/mL) por 3 horas a 37°C, 5%
de CO.. A - Padrao de marcagéo para a integrina as3: em células endoteliais ndo tratadas com o
veneno (vermelho). B - Regido ampliada. C - Marcacao da integrina as3+ em células tratadas com
veneno. D - Marcagéo tipica do veneno sobre a superficie da célula (verde). E e F - Sobreposi¢do das
imagens C e D, evidenciada pela coloragao amarela resultante da sobreposigdo das duas marcagoes
individuais da integrina e do veneno. Imagens capturadas em microscopio confocal. Barra = 10 uym.
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Apds o tratamento com o veneno por trés horas (FIGURA 8C), com a
marcacdo obtida para a Lectina WGA ficam mais evidentes as alteragdes
morfolégicas causadas nas células. Observa-se retracdo citoplasmatica e uma
alteracdo da relacdo nucleo-citoplasma, quando comparada com as células
controles (FIGURA 8A). Fica também evidente que as células tratadas possuem
agora, um formato arredondado, como observado anteriormente nas FIGURAS 8 C
e D. Com a marcacgao obtida, também ¢é possivel observar uma mudanga no padrao
de distribuicdo dos carboidratos na superficie da célula (FIGURA 8C).

Quando a imagem da ligagdo das toxinas do veneno (FIGURA 8D) é
sobreposta com a imagem obtida para a marcagao com Lectina WGA (FIGURA 8C),
observa-se que ocorre uma co-localizagao parcial destas marcagdes, indicando que
o veneno interage com glicoconjugados da superficie de células endoteliais
(FIGURAS 8 E e F).

Para confirmar a interacado de toxinas do veneno com a superficie das células
e verificar possivel efeito sobre glicoconjugados do glicocalice, foi utilizada a técnica
de citometria de fluxo. Assim, quando as células foram expostas para a Lectina
WGA e observadas em citometria de fluxo, pode-se verificar uma diminuigdo na
intensidade de fluorescéncia obtida para as células tratadas (FIGURAS 9B e C),
quando comparadas com as células controles (FIGURA 9A). Esse deslocamento da
fluorescéncia indica que apos a exposicdo as toxinas do veneno, ocorre uma

reducao de glicoconjugados da superficie celular.
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FIGURA 8 - TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia CO-LOCALIZAO COM GLICOCONJUGADOS
PRESENTES NA SUPERFICIE CELULAR. Células endoteliais cultivadas em laminulas por 4 dias
foram mantidas na auséncia ou na presenga do veneno de Loxosceles intermedia (40ug/mL) por 3
horas a 37°C, 5% de CO,. A - Células nao tratadas com veneno incubadas com Lectina WGA
conjugada com FITC (verde). B - Regido ampliada. C - Células tratadas com o veneno. D - Marcagao
tipica para as toxinas do veneno (vermelho). E e F - Sobreposigao das imagens C e D, colocalizagédo
evidenciada pela coloragdo amarela resultante da sobreposi¢do das duas marcagdes individuais da
lectina e do veneno. O nucleo foi corado em azul com DAPI. Imagens obtidas em microscopia de
fluorescéncia. Barra=10um.
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FIGURA 9 - VENENO DE L.intermedia DEGRADA GLICOCONJUGADOS DA SUPERFICIE
CELULAR. Analise por citometria de fluxo das células em suspensdo apos tratamento na auséncia
(controle) e na presenga do veneno (40ug/mL) por 3 horas a 37°C sob agitagdo branda. Apos o
periodo de incubagéo, as células foram expostas para a lectina WGA FITC. O pico em cinza mostra a
quantificacdo do controle (“background”). A - Intensidade de fluorescéncia para a marcagado de
lectina em células controles. B - Intensidade de fluorescéncia para a ligagao de lectina em células
tratadas. C - Sobreposi¢cdo da quantificagdo obtida para as células controles e as células tratadas
com veneno, mostrando uma diminuigdo na intensidade da fluorescéncia, sugerindo uma menor
quantidade de carboidratos resultantes do tratamento com o veneno.
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2.4.2. Internalizagdo das toxinas do veneno de L. intermedia pelas células

endoteliais

Para verificar a possivel internalizagdo das toxinas loxoscélias, células
confluentes foram incubadas por 3 horas na presenca do veneno. A revelacdo do
anticorpo policlonal que reconhece toxinas do veneno de L. Infermedia se deu em
condicbes onde as células foram permeabilizadas para permitir o acesso do
anticorpo ao interior das mesmas. Como marcador intracelular utilizou-se o
composto acidotrépico fluorescente Lyso-Tracker Red, empregado para marcar os
lisossomos em células vivas. A analise das imagens obtidas por microscopia
confocal (FIGURAS 10B e C) permite visualizar que ocorre co-localizagado para a
marcagado das toxinas do veneno com o marcador lisossomal, indicando que o
veneno € internalizado pelas células endoteliais e segue para a degradacéo celular
em lisossomos. Nem toda a marcacao do veneno co-localiza com aquela obtida para
os lisossomos. Este dado sugere que, dado o tempo de incubagao, existem
quantidades de toxinas do veneno que ainda estdo em vesiculas iniciais de
endocitose, como os endossomos primarios, os quais, devido ao pH ainda nao
serem acidos o suficiente, ndo sdo marcados pelo Lyso-Tracker. Além disso,
comparando a marcagao dos lisossomos nas células controles (FIGURA 10A) e nas
células tratadas é possivel verificar que a quantidade de lisossomos aumenta nas
células tratadas, indicando que o tratamento com o veneno gera um estimulo de
endocitose pelas células. Essa é a primeira evidéncia na literatura da ocorréncia de
internalizagao das toxinas do veneno de L. intermedia por linhagens celulares.

A confirmacado de que as células endoteliais sdo capazes de internalizar as
toxinas do veneno, foi realizada pelo ensaio no qual as células foram incubadas com
0 veneno por apenas 1 hora, tanto a 37°C, quanto a baixa temperatura (4°C). Apds a
incubacéo, o meio foi removido, as células lavadas, e um meio novo contendo Lyso-
Tracker Red, porém na auséncia de veneno foi adicionado (FIGURA 11). Fica
evidente que as células que foram inicialmente expostas ao veneno a 37°C
apresentam co-localizagdo do veneno com lisossomos (FIGURA 11A), enquanto que
nas células expostas ao veneno a 4°C nao é possivel observar essa co-localizagao
(FIGURA 11B), mostrando que de fato o veneno detectado na FIGURA 11A havia

sido internalizado.
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FIGURA 10 - CO-LOCALIZACAO DAS TOXINAS DO VENENO COM LISOSSOMOS DAS CELULAS
ENDOTELIAIS. Células endoteliais foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 2 horas a 37°C, 5%
CO.. Em seguida, foi adicionado ao meio de cultrua Lyso-Tracker Red (500nM) e foram mantidos por
mais uma hora em cultura. Apés o periodo de incubacdo, as células foram processadas para a
detecgdo da internalizagdo do veneno, conforme descrito em Métodos e entdo visualizadas em
microscoépio confocal. A- Células controle, ndo expostas ao veneno. B - Células expostas ao veneno
por 3 horas, demonstrando o padrado de distribuicdo da marcagdo das toxinas do veneno sobre a
célula (em verde), a marcagao do Lyso-Tracker (em vermelho) e a internalizagéo evidenciada pela co-
localizagdo de ambas as marcagdes (em amarelo). C - Regido ampliada. O nucleo foi corado em azul
com DAPI. Barra = 10um.
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Lyso Tracker-Red

FIGURA 11 - A INTERNALIZACAO DAS TOXINAS DO VENENO ENVOLVE ENDOCITOSE. Células
endoteliais foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 1 hora a 37°C ou a 4°C. Apds esse periodo de
incubacado o meio foi removido, as células lavadas e meio F12 na auséncia de veneno foi adicionado
na presenca de Lyso-Tracker Red (500nM) por 1 hora a 37°C. Apds o periodo de incubagio, as
células foram processadas para a detecgdo da internalizagdo do veneno conforme descrito em
Métodos e entdo foram visualizadas em microscépio confocal. A - Células expostas ao veneno a
37°C. E possivel observar co-localizagéo do veneno com os lisossomos (setas). B - Células expostas
ao veneno a 4°C. Nao ha evidéncia de co-localizagdo. O nucleo foi corado em azul com DAPI. Barra

=10um.
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2.4.3. A internalizagdo das toxinas do veneno envolve pinocitose de fase fluida

Diante da evidéncia da existéncia de endocitose das toxinas do veneno de L.
intermedia, procurou-se investigar acerca do mecanismo de entrada dessa(s)
toxina(s) na célula. Para tanto, utilizou-se o composto Lucifer Yellow (LY), que é
empregado como marcador de pinocitose de fase fluida, uma vez que fica
aprisionado nas vesiculas endociticas formadas por esse tipo de endocitose. Como
observado na FIGURA 12, apés a incubagao das toxinas do veneno juntamente com
o LY por 1 hora, € observado co-localizagdo. Este dado indica claramente que a
internalizacao de toxinas do veneno nas células endoteliais, ocorre por pinocitose de

fase fluida.

FIGURA 12 — AS TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia SAO INTERNALIZADAS VIA
ENDOCITOSE DE FASE FLUIDA. Células endoteliais foram expostas ao veneno (40ug/ml) por 1
hora juntamente com o corante fluorescente Lucifer Yellow (1mg/mL) a 37°C, 5% CO,. Apds o
periodo de incubagédo, as células foram processadas para a detecgido da internalizagdo do veneno,
conforme descrito em Métodos e entdo foram visualizadas em microscépio confocal. A - Células
expostas ao veneno e ao Lucifer Yellow. E possivel observar co-localizacdo do veneno com os as
vesiculas de pinocitose de fase fluida (setas). B - Regido ampliada. O nucleo foi corado em azul com
DAPI. Barra = 10um
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2.5. DISCUSSAO

ApoOs o envenenamento acidental ou experimental por venenos de animais
peconhentos, pouco se sabe sobre as interagcdes com receptores celulares e sobre a
distribuicao destas toxinas nos tecidos. Muito menos, sobre a possivel penetracao
destes compostos através da membrana celular. Dados sobre a habilidade de
toxinas de venenos penetrarem em tecidos e células especificas e, por outro lado,
de interagirem com estruturas intracelulares, certamente proporcionam importantes
indicios sobre os mecanismos envolvidos nos efeitos citotoxicos desses venenos.
Esses dados ndo apenas complementam nossa compreensao sobre os mecanismos
de acdo das toxinas do veneno a nivel tecidual e celular, mas também contribuem
para complementar o conhecimento atual sobre o funcionamento fisiolégico dos
diferentes tipos celulares (HAYASHI et al., 2008).

O endotélio vascular, em virtude da sua localizagao estratégica entre o
plasma e o tecido subjacente, é dotado de uma ampla variedade de fungdes que sao
vitais para a homeostase do organismo, destacando-se sua capacidade endocitica.
Sob condigdes fisiologicas, as células endoteliais monitoram o transporte de
moléculas do plasma, empregando mecanismos bidirecionais de transcitose e
endocitose dependentes e independentes de receptores. Esses mecanismos sao
importantes para a regulacdo do ténus vascular e para a sintese e segregacéo de
uma grande variedade de fatores. Além disso, as células endoteliais estdo
envolvidas na regulagao do colesterol e lipidios, na transdugéo de sinais, imunidade,
inflamacao e hemostasia (MEHTA; MALIK, 2006; SIMA; STANCU; SIMIONESCU,
2009).

Como apresentado anteriormente, o veneno da aranha L. infermedia causa
efeito nocivo sobre o endotélio dos vasos sanguineos, o que tem sido verificado
tanto in vivo quanto in vitro. As desordens observadas, que envolvem a degeneragao
da parede dos vasos sanguineos sdo resultantes, ndo apenas da clivagem de
componentes da matriz extracelular e da membrana basal ou da massiva infiltragao
leucocitaria, mas de um efeito direto e inicial sobre as células endoteliais (VEIGA et
al.,, 2001a; ZANETTI et al., 2002; PALUDO et al, 2006). Paludo e colaboradores
(2006) mostraram que o veneno loxosceélico, quando exposto para as ceélulas
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endoteliais da aorta de coelho em cultura (linhagem RAEC), é capaz de ligar na
superficie celular. Estes autores também verificaram que a adeséo das células sobre
a fibronectina foi significativamente inibida, quando houve um pré-tratamento celular
com 0 veneno.

Estes dados nos levaram a estudar se as toxinas do veneno sao capazes de
interagirem com o receptor especifico da fibronectina, a integrina asp+. Os resultados
mostraram que de fato o veneno é capaz de interagir com a integrina asp: (FIGURA
7).

Este dado é interessante, tendo em vista que a matriz extracelular (MEC)
influencia diversos mecanismos celulares, como a adesao, migragao, proliferagao,
sobrevivéncia, espraiamento e diferenciacdo celular, os quais sdo sinalizados
através da interacdo dos componentes da MEC com receptores celulares,
conhecidos como integrinas (SCHWARTZ, 2001). Este dado leva a suposigao de
que as alteragdes celulares que culminam na morte das células, podem ser em
decorréncia da ligagao de toxinas do veneno com a integrina asf3:.

Outra abordagem nos levou a investigar se o veneno também pode-se ligar a
glicoconjugados da superficie celular. Os dados mostram que o veneno liga-se a
glicoconjugados que sao co-localizados com lectina WGA (FIGURA 8). Esta
importante familia de componentes da superficie celular, como constituintes de
glicoproteinas, glicolipidios, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, fazem parte do
glicocalix da célula, o revestimento da membrana plasmatica carregado
negativamente, que contribui com diversas fungdes do endotélio, especialmente na
permeabilidade, limitando a passagem de macromoléculas (MEHTA; MALIK, 2006).
Além disso, por citometria de fluxo foi possivel demonstrar que ha uma reducéao
desses carboidratos de superficie apds a exposig¢ao as toxinas do veneno (FIGURA
9). Foi demonstrado in vivo que o veneno de L. intermedia é capaz de causar um
aumento da permeabilidade vascular a partir de 10 minutos apdés a injegao do
veneno (PALUDO et al, 2008). As alteragdes no padrao de distribuigdo e a reducéo
de glicoconjugados de superficie observadas podem estar contribuindo para esse
aumento de permeabilidade observado in vivo.

Visto a observacédo da interagdo das toxinas loxoscélicas com estruturas
especificas da superficie, buscou-se verificar se estas se apresentam restritas a
superficie, ou se o veneno pode ser internalizado por essas células. Utilizando a

técnica de detecgao citoquimica e analise em microscopia confocal, com as células
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permeabilizadas, foi possivel observar que, além da interacdo com a superficie
celular, as toxinas do veneno sao internalizadas pelas células endoteliais (FIGURA
10).

Como marcador intracelular utilizou-se o composto LysoTracker Red, um
composto acidotrépico que consiste em um fluoréfoto ligado a uma base fraca que é
parcialmente protonada apenas em pH neutro, penetrando facilmente pela
membrana plasmatica, concentrando-se tipicamente em organelas esféricas com pH

acido, especificamente lisossomos.

Com base nesse resultado, podemos sugerir que as toxinas que compdem o
veneno podem ser internalizadas pelas células endoteliais. No entanto, sabendo
que o veneno total € uma mistura complexa de toxinas bioquimica e biologicamente
diferentes, ndo € possivel afirmar qual toxina ou que propor¢cao de toxinas é

internalizada através dessa marcacao.

A sugestdo da existéncia de um mecanismo especifico de endocitose
mediando essa internalizagcdo do veneno pdde ser feita a partir da analise da
ocorréncia de internalizacdo das toxinas do veneno a 37°C mas nédo ha 4°C
(FIGURA 11). Sabidamente, independente do mecanismo de internalizacéo, a
endocitose é fortemente dependente da temperatura (PADRON; BIZEAU; HAZEL,
2000).

Quanto ao mecanismo de entrada das toxinas do veneno na célula, nossos
resultados demonstram que as toxinas do veneno de L. intermedia séao
internalizadas por endocitose de fase fluida (FIGURA 12). Como marcador desse
tipo de endocitose foi utilizado a molécula fluorescente Lucifer Yellow (LY). O LY é
um acido disulfénico fluorescente que € internalizado por endocitose de fase fluida e
entregue em endossomos iniciais onde se acumula com o passar do tempo; as duas
cargas negativas impedem que a molécula atravesse a membrana por difusao
(STEWART, 1981). As propriedades que fazem do LY um marcador de fase fluida
incluem a alta quéntica de rendimento, a resisténcia ao fotoapagamento
(Photobleaching), a auséncia de toxicidade para as células nas concentracdes
empregadas e a auséncia de metabolismo celular (BALLATORI et al, 1999). O
significado funcional da endocitose de fase fluida é sugerido pelo achado de que,

quando a endocitose dependente de clatrina é inibida em células HelLa, a atividade
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de caminhos alternativos aumenta de forma compensatoéria para restaurar taxas
similares de captacdo de membrana (DAMKE et al, 1995) .

As células podem realizar endocitose de fase fluida por diversas vias, entre
elas por macropinicitose e também por mecanismos independentes tanto de clatrina
ou cavéolas (CONNER; SCHMID, 2003). A compreensédo das especificidades do
mecanismo de endocitose das toxinas do veneno de L. intermedia nas células
endoteliais ainda precisa ser desvendada.

Ao longo dos ultimos anos, varios peptideos presentes no veneno de
serpentes e escorpides tém sido caracterizados pela sua capacidade de atravesar a
membrana plasmatica (FEOFANQOV et al, 2005; WANG et al., 2005; RAM et al.,
2008). Tanto a marocalcina quanto a crotamina, toxinas do veneno de escorpiao e
serpentes, respectivamente, descritas como pertencentes a familia dos peptideos
que penetram nas células - CPPs (do inglés: cell-penetrating peptides) possuem a
habilidade de entrarem eficientemente em diferentes tipos celulares, sugerindo que o
processo de internalizagdo das mesmas € independente da natureza bioldgica das
membranas ou do tipo de receptores expressos na superficie das diferentes células
(ESTEVE et al., 2005; HAYASHI et al., 2008). Considerando que a internalizacéo do
veneno parece envolver caracteristicas especificas das células endoteliais, uma vez
que nao foi possivel verificar a sua internalizacdo em células musculares lisas e
epiteliais do ovario do hamster chinés - CHO (dados ndo mostrados), € interessante

investigar as singularidades do processo endocitico dessas células.

Ainda, outro dado que precisa ser analisado € se a endocitose das toxinas do
veneno de L. intermedia contribui de alguma forma para o desenvolvimento dos
efeitos citotoxicos induzidos sobre as células endoteliais ou se apenas faz parte de
um processo constitutivo da prépria célula endotelial. Apesar da internalizagcdo do
veneno ser observada ja uma hora apds a exposi¢cao, € importante observar que
VEIGA e colaboradores (2001a) mostram que células que foram soltas da placa,
pela exposicdo ao veneno por 18 horas, estavam viaveis e, quando eram
submetidas ao replaqueamento, livre de veneno, voltavam a aderirem. O fato de o
veneno colocalizar com os lisossomos sugere que o0 mesmo esteja seguindo para
uma via de degradagao. Trabalhando com a mesma linhagem endotelial, TRINDADE
e colaboradores (2008) demonstraram que a heparina é endocitada por essas

células e segue para degradacdo em lisossomos. Dados adicionais do grupo de
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pesquisa coordenado pela Profa. Helena Nader tém mostrado que outros
glicosaminoglicanos, como Condroitim 4 e 6-sulfato, Dermatam sulfato, além de
Fucanas obtidas de alga marrons, sao internalizadas por estas células (dados ainda
nao publicados). Assim, este conjunto de dados reforca a idéia de que a
internalizagcdo do veneno nas células endoteliais ndo seja um mecanismo mediado

por receptor e que faz parte de um processo constitutivo da célula endotelial.

Os estudos acerca dos mecanismos de entrada de toxinas nas células
apontam para a existéncia de trés passos fundamentais: (i) a interacdo com a
membrana plasmatica, (ii) o processo de entrada per se e (iii) o destino subsequente
no citoplasma (RAM et al., 2008).

E conhecido que as toxinas do veneno sdo encontradas depositadas sobre a
superficie das células endoteliais e que as fosfolipases D presentes no veneno
interagem com lipidios especificos (PALUDO et al., 2006; CHAIM et al., artigo em
fase de submissao). Nossos resultados demonstram que as toxinas do veneno de L.
intermedia interagem com carboidratos da superficie da célula endotelial, sendo
capazes de diminuir a proporcdo dessas moléculas na célula, bem como com
repectores integrinicos relacionados com o mecanismo de adeséo celular. De
maneira pioneira sugere-se, que além da interagdo, ocorre a endocitose das toxinas
do veneno loxoscélico pelas células endoteliais via endocitose de fase fluida, e que

as toxinas seguem, no processo endocitico, para a fusdo com os lisossomos.
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3.1. INTRODUCAO

3.1.1. Morte celular programada — apoptose

Em organismos multicelulares a homeostasia € mantida pelo balango entre
proliferagcdo e morte celular. Muitos mecanismos de morte celular tém sido descritos
entre eles, os mais bem estudados sido, a apoptose, a morte celular associada a
autofagia e a necrose (KROEMER et al., 2005). A apoptose é reconhecida como
uma morte desencadeada por uma sequéncia ordenada de inumeras clivagens
guiadas por enzimas hidroliticas especificas, que degradam estrutras
macromoleculares, como o DNA e o citoesqueleto, induzindo mudangas
morfologicas caracteristicas (MARTIN; GREEN, 1995).

A apoptose pode ser dividida em fases bioquimica e morfologicamente
distintas. Na primeira, um estimulo pro-apoptético aciona a ativagdo da maquinaria
molecular central da apoptose (fase de sinalizagdo). Na segunda, que € a fase de
comprometimento, a maquinaria molecular de execugao torna-se completamente
ativada. Apenas posteriormente a isso, na terceira fase, a fase de degradacao, as
caracteristicas padrdo da apoptose tornam-se evidentes. Estas incluem as
alteragdes morfologicas e a fragmentagdo do DNA. O tempo decorrido entre cada
fase até o desencadeamento total da apoptose € variavel de acordo com cada tipo
celular (SARASTE; PULKKI, 2000; VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER,
2000). A FIGURA 13 apresenta um esquema dos acontecimentos envolvidos na
apoptose de maneira sequencial.

A partir da sinalizacdo, que pode acontecer através de diferentes acionadores
que geram estimulos pro-apoptoéticos para as células, um dos eventos centrais da
fase de comprometimento ocorre em consequéncia da permeabilizacdo da
membrana mitocondrial. Esse mecanismo é regulado pela familia de proteinas Bcl-2
(formada pelas proteinas do tipo BH3, do tipo Bax, e do tipo Bcl-2) (VALENTIJN;
Z0UQ; GILMORE, 2004). O processo ¢€ iniciado por proteinas pro-apoptoticas da
familia BH3 (Bad, Bim, Bmf) que atuam como sentinelas, transmitindo o sinal de
“stress” vindo das diferentes fontes através de um estimulo para a translocacao de
membros do tipo Bax (Bax, Bak e Bok) para a membrana externa da mitocondria.

Isso conduz para a permeabilizagdo da membrana e consequente liberagdo do
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FIGURA 13. ESQUEMA DOS PRINCIPAIS EVENTOS MOLECULARES QUE OCORREM DURANTE
A APOPTOSE. A sinalizagdo para os eventos que desencadeiam a apoptose sdo originadas por:
dano no DNA; sinalizagéo via receptor de fator de crescimento (GFR); ligantes extracelulares de
morte (DR) como FasL ou TNFRn; ou a adeséo via integrinas. Estas diferentes moléculas levam para
sinalizagao celular que, influenciam na expressédo ou atividade das proteinas da familia BH3 (que
incluem a Bax e a Bcl-2). Estas atuam como sensores que transduzem esse sinal de dano e integram
as respostas induzindo a permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial e, consequentemente, a
liberacao de fatores, como o citocromo c. Essa liberacdo induz a ativagao da cascata de caspases,
resultando na fase de execugéo da apoptose, com a degradacao de proteinas, fragmentacdo do DNA
e reconhecimento por fagdcitos, culminando na morte celular. ADAPTADO DE: VALENTIJN; ZOUQ;
GILMORE, 2004.

citocromo c e outros fatores pro-apoptoticos. Uma vez no citoplasma, o citocromo ¢
interage com o complexo Apaf-1 que recruta e ativa as caspases (GILMORE, 2005).

As proteinas do tipo Bcl-2 atuam bloqueando o desencadeamento da cascata
de caspases pela manutenc¢ao da integridade da membrana, prevenindo a formagao
de poros. Essas proteinas anti-apoptoticas estdo superexpressas em células
endoteliais quando essas estao aderidas a fibronectina, via integrina a5B1. Assim, a
liberacdo do citocromo ¢ pela mitocdndria € desencadeada pela alteragdo nas
proporcdées de membros pré-apoptoticos e anti-apoptéticos da familia de proteinas
Bcl-2 (GROSSMANN, 2002).

Concomitantemente a esse processo, uma das modificagdes moleculares
mais importantes ocorridas durante a apoptose é a reoganizagado da arquitetura da

membrana plasmatica, que envolve a redistribuicdo do fosfolipidio fosfatidilserina
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para a por¢ao externa da membrana (BEVERS et al., 1982; KRYSKO; D'HERDE;
VANDENABEELE, 2006). Tal evento é de extrema importdncia para o
reconhecimento e fagocitose da célula morta (KRYSKO et al., 2008).

As alteragbes morfolégicas caracteristicas que sdo desencadeadas na fase
de execucao sio resultado da ativagcdo de cisteino-proteases que clivam suas
proteinas-alvo em residuos de aspartato especificos, denominadas caspases (do
inglés: Cystein dependent ASPartate cleaving proteASE) (REED, 2000). Dentre
essas alteragdes incluem-se a perda caracteristica da integridade da membrana
plasmatica, com a formacao de blebs, a condensagédo da cromatina, a fragmentagao
nuclear, a vacuolizagdo citoplasmatica e a formacdo de corpos apoptéticos
(SARASTE; PULKKI, 2000).

3.1.2. Mecanismo de morte celular por desalojamento — anoikis

Conforme apresentado anteriormente, a execugcdo da apoptose, pode ser
induzida por diferentes acionadores. A perda da adesdo da célula ou uma adeséao
celular inadequada é um dos fatores que desencadeia apoptose.

Cabe salientar que em organismos multicelulares, as células nao existem de
maneira isolada, elas apresentam-se associadas com células vizinhas e com o
ambiente extracelular. A matriz extracelular (MEC) circunda a célula e fornece um
suporte fisico para a adesédo celular. A ancoragem da célula na MEC néo é
meramente estrutural, tendo em vista que essa ligagcdo estimula cascatas de
transducao de sinais que medeiam a sinalizagdo requerida para a proliferacao,
migracgéao, diferenciagdo e sobrevivéncia da célula (VALENTIJN; ZOUQ; GILMORE,
2004).

As primeiras observacdes de que a adesao celular € requerida para a
sobrevivéncia celular surgiram no inicio da década de 90, com o estudo em células
epiteliais e células endoteliais (MEREDITH; FAZELI; SCHWARTZ, 1993; FRISCH;
FRANCIS, 1994). Esse tipo de apoptose foi entdo denominado de “anoikis”, cujo
termo origina-se do grego, que significa estado de desalojamento. A morte por
anoikis descrita nesses tipos celulares previne que essas ceélulas, quando
desaderidas do substrato, possam colonizar outros locais (FRISCH; RUOSLAHTIT,
1997).
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Atualmente, o papel da ancoragem para a sobrevivéncia celular é
amplamente distribuido, sendo descrito e estudado em inumeros tipos celulares
aderentes como fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais de brénquios, de
figado, de intestino, da préstata e também em queratinécitos (GROSSMANN, 2002).

A adeséo celular € um mecanismo complexo que envolve diversas moléculas
adesivas, que interagem com a MEC (ancoragem célula-matriz extracelular,
principalmente por integrinas) e também com células homotipicas ou heterotipicas
da vizinhanga (ancoragem célula-célula, principalmente por glicoproteina da
superfamilia das caderinas). Assim, o processo de perda de adesdo da célula
envolve a desestabilizacdo de diferentes tipos de interagao célula-célula e célula-
matriz extracelular, sendo anoikis o resultado final desse processo (GROSSMANN,
2002). Além disso, o formato da célula também desempenha papel importante,
tendo sido demonstrado que apenas a adesao a MEC n&o é suficiente para prevenir
anoikis (ZANETTI et al., 1994). O formato da célula é controlado pelo citoesqueleto e
suas conexodes extracelulares, que sado estabelecidas pelos diferentes ligantes de
membrana, principalmente por integrinas e caderinas. Mudangas nessas forgas
mecéanicas podem alterar a sinalizagdo associada com a adesédo celular,
influenciando, assim, a sobrevivéncia da célula (GILMORE, 2005).

Apesar da definigdo unica, anoikis € essencialmente apoptose. Todas as
alteragdes que caracterizam a apoptose, incluindo a fragmentagdo nuclear e o
blebbling da membrana, sdo observadas durante a anoikis (VALENTIJN; ZOUQ;
GILMORE, 2004).

3.1.3. Proteoglicanos de heparam sulfato da superficie celular

A molécula de heparam sulfato faz parte de um grupo estruturalmente
complexo de polissacarideos, pertencentes a familia dos glicosaminoglicanos. Estes
sdo heteropolissacarideos lineares formados por unidades dissacaridicas
constituidas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina) unida por
ligacao glicosidica a um agucar nao nitrogenado, que pode ser um acido urénico (D-
glucurénico ou L-idurbénico) ou um agucar neutro (D-galactose). A maioria desses

polissacarideos apresenta grupamentos sulfatados que, juntamente com os
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carboxilicos dos acidos urdnicos, conferem uma alta densidade anibnica a esses
compostos (MATHEWS, 1975).

Os glicosaminoglicanos, com excec¢ao do acido hialurénico, sdo sintetizados
na forma de proteoglicanos, nos quais as cadeias sacaridicas estdo ligadas
covalentemente a um esqueleto (core) protéico (DIETRICH, 1984; KJELLEN;
LINDAHL, 1991). Os proteoglicanos estdo presentes na matriz extracelular,
membrana basal, superficie celular, como também intracelularmente em granulos
secretérios (POOLE, 1986; NADER et al., 1989; ESKO, 1991; 10ZZ0O, 1998). A
atividade biolégica de cada proteoglicano depende das propriedades do seu
esqueleto protéico, da estrutura quimica do(s) seu(s) glicosaminoglicano(s)
covalentemente ligado(s) e sua localizagdo. No entanto, o tipo de cadeia de
glicosaminoglicano ligada exerce uma grande influéncia na sua fungdo biologica
(DIETRICH, 1984; ESKO, 1991; BERFIELD et al., 1999).

Uma grande variedade de proteoglicanos, especialmente proteoglicanos de
heparam sulfato, estdo associados a superficie celular. Existem 16 proteinas
diferentes que carregam cadeias de heparam sulfato, sendo que a maioria € de
superficie celular (sindecans ou glipicans) (TUMOVA; WOODS; COUCHMANN,
2000).

Tem sido mostrado, que os proteoglicanos de heparam sulfato estdo
envolvidos com importantes fungdes celulares, incluindo: reconhecimento celular,
proliferacdo celular, adesao célula-matriz extracelular e célula-célula, bem como na
hemostasia (DIETRICH et al., 1977; PORCIONATTO; NADER; DIETRICH, 1999;
WOODS, 2001; NAKATO; KIMATA, 2002; NADER et al., 2004). Os sindecans
podem, também, atuar como co-receptores juntamente com as integrinas,
modulando as interagdes entre o citoesqueleto e a matriz extracelular (OH;
WOODS;COUCHMAN, 1997; WOODS, 2001). Experimentos utilizando drogas que
interferem na sintese das cadeias de heparam sulfato tém demonstrado o
requerimento desta molécula para o desenvolvimento dos pontos de contatos focais,
(WOODS; COUCHMAN, 1998).

Muitas das propriedades funcionais do heparam sulfato dependem da
interagdo entre o glicosaminoglicano e varias proteinas da MEC, como fibronectina
(YAMADA, 1983; WIERZBICKA-PATYNOWSKI; SCHWARZBAUER, 2003),
vitronectina (HAYMAN et al., 1983; UNDERWOOD; KIRKPATRICK.; MITCHELL,
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2002), laminina (SAKASHITA; ENGVALL; ROUSLAHTI, 1980; SASAKI; FASSLER,;
HOHENESTER, 2004), trombospondina (BERGE et al., 1999), colagenos (tipo I, Ill e
V) (DELACOUKX et al., 1998) e tenascina (JANG et al., 2004).

A presencga de heparam sulfato na superficie de células endoteliais em cultura
foi primeiramente observada por BUONASSISI (1973). Posteriormente, verificou-se
que este heparam sulfato apresentava um efeito inibitério na coagulagéo sanguinea
(BUONASSISI; COLBURN, 1983). A analise da estrutura da cadeia sacaridica deste
proteoglicano mostrou que, na realidade, trata-se de um copolimero de heparam
sulfato e heparina, em que regides caracteristicas da molécula de heparina estao

intercaladas entre regides tipicas de heparam sulfato (NADER et al., 1987).
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3.2. OBJETIVOS

Sabendo que o veneno de L. intermedia age na matriz extracelular e provoca
inumeras alteragdes morfoldgicas, observadas até 18 horas de exposi¢ao, esta parte
do trabalho foi focada em um estudo do efeito prolongado de tratamento, verificando
se ocorre morte celular por acao direta ou indireta das toxinas loxoscélias.

Assim, utilizando células expostas ou nao (controle) as toxinas do veneno de L.
Intermedia, por tempos de exposi¢cao prolongados (até 48 horas), os objetivos deste
capitulo foram:

» Avaliacdo morfoldgica e ultra-estrutural das células;

* Determinagdo do mecanismo de morte celular que € desencadeado;

» Verificagdo de possiveis alteragdes em biomoléculas importantes para a
adesdao célula-célula e célula-matriz extracelular;

» Avaliagcado de compostos que podem proteger as células, caso o veneno tenha

uma acao indireta.
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3.3. MATERIAS E METODOS

3.3.1. Cultura celular

Células endoteliais de aorta de coelho (linhagem RAEC) (BUONASSISI,
1973), células de ovario de hamster chinés (CHO), sendo uma linhagem selvagem
(CHO-K1) e uma variante mutante (CHO-745), deficiente na enzima
xilosiltransferase, a qual esta envolvida na biossintese dos glicosaminoglicanos
(ESKO; STEWART; TAYLOR, 1985), foram mantidas em meio F12 (Invitrogen) com
L-glutamina, suplementado de bicarbonato de sodio (14mM), 10% de SFB (Cultilab),
antibiotico (1001U/mL de penicilina) e antimicotico (100ug/mL estreptomicina), ambos
provenientes da Sigma (Sigma—Aldrich). Foi utilizado também uma linhagem celular
deficiente do proteoglicano de heparam sulfato de superficie (Sindecam-4), obtida
utilizando técnicas de iRNA, nas células endoteliais RAEC. Esta linhagem
denominada de10+ e foi mantida em meio F12 suplementado de 10% de SFB e
antibiotico (100ug/mL de higromicina). Essas linhagens celulares foram gentiimente
cedidas pela Profa. Dra Helena Bonciani Nader — UNIFESP.

A manutengdo e subcultivo das mesmas foram semelhantes a descricao
realizada no item 2.3.4.

Em determinados ensaios, as diferentes linhagens celulares foram
plaqueadas em placas de 24 pocgos e incubadas com veneno (40ug/mL) por
diferentes periodos de tratamento. Apds os periodos especificos, as células foram
fotografas com camera digital acoplada a um Microscépio de fase Invertida Leica
MPS30 (Leica Microscopy System Ltd. Heerbrugg, Switzerland). Posteriormente, o
meio foi removido, placa de cultura foi lavada e as células que permaneceram
aderidas ao tratamento com veneno foram soltas com pancreatina, coletadas em

tubos de centrifuga e contadas em Camera de Newbauer.

3.3.2. Analise por citometria de fluxo

Células endoteliais foram plaqueadas em placas de 24 pog¢os na proporcao de 3
x 10* cél/pogo e mantidas por 5 dias em cultura. A seguir, as células foram tratadas
com 40pug/mL de veneno em meio F12, por 24 horas ou 48 horas, sendo cada
variavel realizada em triplicata. Apds o periodo de tratamento, as células que

estavam soltas, devido a agao do veneno, foram coletadas e as células ainda
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aderidas foram soltas da placa, utilizando pancreatina e, entdo acondicionadas em
tubos e analisadas em citometro de fluxo FACScalibur da Becton-Dickinson (Becton
Dickison, Mountain View,CA, EUA).

3.3.3. Microscopia eletrdnica de transmissao

Células endoteliais foram mantidas em garrafas de cultura de 150mL por 5 dias a
37°C, 5% de CO, e tratadas com 40ug/mL de veneno de L. intermedia por 6, 18, 24
ou 48 horas. Para controle experimental, um lote paralelo de células foi utilizado,
porém sem o tratamento com o veneno, mas mantidas sob as mesmas condi¢des.
Apods o periodo de incubagdo com o veneno, as células foram lavadas em tampéo
cacodilato de sodio (Sigma-Aldrich) (0,1M — pH 7,4). As células foram entdo fixadas
por 2 horas em solugédo fixadora de Karnovisky (2,0% de glutaraldeido, 4% de
paraformaldeido (ambos adquirido da Electron Microscopy Sciences), 1mM de
cloreto de célcio em tampao cacodilato sodio 0,1M, pH 7,2-7,4), na propria garrafa
de cultural em temperatura ambiente. Apds a fixacdo, as células foram lavadas em
tampao cacodilato 0,1M por 3 vezes de 10 minutos cada. Processou-se entao a pos-
fixagdo durante 1 hora, no escuro em temperatura ambiente, com 1% de tetroxido de
osmio (Electron Microscopy Sciences), 0,8% de ferricianeto de potassio e 1mM de
CaCl, em tampao cacodilato de sédio 0,1M — pH 7,2-7,4. Apds a pos-fixagao,
novamente as células foram lavadas 3 vezes em tampéao cacodilato de sodio 0,1M.
As células foram entdo raspadas das garrafas de cultura e transferidas para tubos
de centrifuga. Posteriormente foram submetidas a desidratacdo em acetona (Merck)
iniciando pela incubacdo duas vezes 70%, uma vez em 90% e duas vezes em
acetona 100%. Cada troca foi realizada num periodo aproximado de 12 horas, sendo
o pellet de células, em cada etapa, centrifugado e ressuspenso na proxima
concentragdo. Na ultima incubacgédo, transferiu-se o pellet para capsulas BEEN
(Electron Microscopy Sciences), na qual foi realizada a infiltragcdo do material em
mistura de Epon:Acetona, em série decrescente (acetona: epon 2:1, 1:1, 1:2), por
periodos aproximados de 12 horas, seguida pela emblocagem realizada na resina
Epon 812 (Electron Microscopy Sciences). Apds a polimerizagdo da resina, em
estufa a 60°C por 5 dias, os blocos foram cortados em ultramicrétomo (Leica,
UltraCut R, Hidelberg, Alemanha). Os cortes ultrafinos foram contrastados, no

escuro, com Acetato de Uranila (Electron Microscopy Sciences) por 20 minutos,
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seguido de solugdo de Reynolds (nitrato de chumbo e citrato de sddio) por 10
minutos e entdo observados no Microscépio Eletrénico de Transmissdo Jeol 1200
EXIl (Jeol, Peabody, MA, EUA), do Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da
UFPR.

3.3.4. Deteccao da apoptose pela exposig¢ao da fosfatidilserina

O Kit para deteccao de apoptose, contendo anexina V conjugada com FITC e
iodeto de propidio (BD, Becton Dicksons, Franklin Lakes, NY, EUA), foi utilizado
para detectar a exposi¢cao da fosfatidilserina e da ligagdo ao DNA, respectivamente.
Resumidamente, células endoteliais foram plaqueadas em Frascos 75 cm? e
mantidas até a confluéncia. A seguir, as células foram expostas as toxinas do
veneno de L. intermedia (40ug/mL) por 6, 18, 24 ou 48 horas. Apés a incubagéao, as
células soltas pela acado do veneno foram coletadas separadamente e as que ainda
permaneciam aderidas foram removidas com pancreatina e entdo coletadas.
Aliquotas de 1x10° células provenientes dos diferentes tempos de incubagéo, foram
incubadas com 1mg/mL de anexina V conjugada com FITC, por 15 minutos, a
temperatura ambiente. Apds a incubacado, foi adicionado iodeto de propidio (5
pMg/mL) (Pl) e suspensdo celular foi analisada em citometro de fluxo, utilizando
FACScalibur. Esse ensaio discrimina células viaveis (anexina V-/ PI-) de células com
apoptose inicial (anexina V+/PIl-), células em estagios tardios de apoptose (anexina
V+/Pl+) e células em necrose (anexina V-/Pl+). Um total de 30.000 eventos foram
analisados com cada variavel em triplicata e os dados analisados no software Cell

Quest. Foram realizados trés ensaios independentes.

Outro ensaio, utilizando a exposicdo do veneno para as células em
suspensao, foi também realizado. Para tanto, as células foram soltas com 1mM de
EDTA, centrifugadas, coletadas em tubos de centrifuga. Aliquotas de 1x10°
células/tubo foram mantidas em suspensao em estufa BOD (demanda bioquimica de
oxigénio- Quimis- Diadema, SP, Brasil), sob agitacdo branda a 37°C, na auséncia
(controle) ou na presenga de veneno por 24 ou 48 horas. Apds a incubacgao, as

células foram lavadas e processadas de forma semelhante a descrigdo acima.
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3.3.5. Western blotting

A expressao da Bax foi analisada por Western Blotting nas células tratadas com
veneno por 0 (controle), 3, 6, 18, 24 ou 48h. Apds os periodos de incubacgao, as
células foram raspadas das placas de cultura, lavadas com PBS e o pellet foi
incubado com tampao de lise (50Mm de Tris HCI, pH 7,3, 150mM de NaCl, 1% de
Triton X100, 1mM de EDTA, 1mM de PMSF, 5mM de lodocetamina, 5mM de
Benzamidina) por 30 minutos. A seguir, as células foram centrifugadas a 10.000g
por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado, sendo que o pellet foi descartado.
Aliquotas contendo 80ug proteinas celulares foram submetidas a corrida
eletroforética em gel de SDS PAGE a 12%, sendo que as amostras previamente
tratadas com tampédo de amostra em condicdo redutora (contendo [3-
mercaptoetanol), sendo fervidas por 5 minutos a 100°C. Apdés a corrida
eletroforética, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a
qual foi bloqueada por uma hora com solugéo de TBST (20mM de Tris-HCI, pH 7,7,
500mM de NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé).
Apods o bloqueio, a membrana foi incubada com anticorpo IgG anti-Bax (BD) (na
diluicdo de 1:250 em TBST, contendo 5% de leite desnatado) overnight. Apos a
incubacédo, a membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com TBST, e incubada
por 1hora com anticorpo IgG anti-mouse conjugado com peroxidase (na diluicdo de
1:3000 em TBST, contendo 5% de leite desnatado). Apés a incubagao, a membrana
foi novamente lavada por trés vezes de 5 minutos cada, com TBST e a reacéo foi
revelada por quimioluminescéncia, apds incubagdo da membrana com substrato

para a peroxidase por 5 minutos e exposicao do filme de Raio-X.

3.3.6. Ensaios de imunofluorescéncia

Células endoteliais foram plaqueadas em laminulas circulares de 13 mm de
diametro (5 x 10° células por laminulas) e mantidas em cultura (37°C a 5% de CO,)
por 4 dias. As células foram expostas ou ndo (controle) as toxinas do veneno de
aranha marrom (40ug/ml) diluido em meio F12, sendo mantidas por 3 horas a 37°C.

Apods o periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas

em solucéo de paraformaldeido (Electron Microscopy Sciences, EUA) (2% em PBS)
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por 30 min. A seguir, foram lavadas com PBS, seguido de bloqueio dos radicais
aldeidicos livres, pela incubagdo com solugao de glicina 0,1M por 2 minutos (Merck,
Alemanha). Apds a lavagem novamente com PBS, as células foram incubadas com
solugdo de albumina (1% em PBS) por 20 minutos, para bloquear os sitios de
interacao inespecifica para proteinas.

Para a imunomarcacao foi utilizado anticorpo monoclonal anti-integrina a5@1
(1:100) (Santa Cruz, EUA) e anticorpo monoclonal anti-E-caderina (1:250) diluidos
em PBS contendo 1% de BSA, por 1hora. Apds o periodo de incubacéo, as células
foram lavadas 5 vezes em PBS. As células foram, entdo, submetidas a um novo
bloqueio com PBS contendo 1% de BSA por 20 minutos. A seguir, as células foram
entao incubadas com anticorpo anti-lgG de cabra, conjugado com Texas Red (1:250
em PBS) por 40 minutos (Jackson ImmunoResearch,EUA), sendo posteriormente
lavadas por dez vezes com PBS.

Apds as incubacdes dos anticorpos as células foram novamente lavadas
com PBS e entdo coradas com solugao de DAPI (Molecular Probes, EUA), 3 uM em
PBS por 15 minutos. Ao final da incubacéao, as células foram lavadas com PBS por 5
vezes e lavadas com agua bidestilada e entdo montadas em laminas histoldgicas
com Fluoromont G (2:1 em PBS) (Electron Microscopy Sciences, EUA). O material
foi analisado em Microscopio Confocal Radiance 2100 da Bio Rad (Bio Rad
Hercules, Richmond, CA, EUA).

3.3.7. Microscopia eletrdonica de varredura

As diferentes linhagens celulares foram plaqueadas em laminulas circulares de
13mm de didmetro e expostas ou nao (controle) as toxinas do veneno (40ug/mL) em
diferentes intervalos de tempos a 37°C, 5% CO.. Apds o periodo de incubagéao, as
células foram lavadas com meio F12 e posteriormente com tampéao cacodilato 0,1M,
pH 7,4 e entdo fixadas a temperatura ambiente por 2 horas em 2,5% de
glutaraldeido em tampao cacodilato 0,1M. Apds as lavagens com tampao
cacodilato, as células foram pés-fixadas com 1 % de tetréxido de ésmio em tampao
cacodilato 0,1M por uma hora. As laminulas foram desidratadas em concentragdes
crescentes de etanol a partir do etanol 30% até etanol absoluto (Merck) em

incubacdes de 10 minutos cada. A seguir, foram subtidas ao ponto critico do CO.
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(Modelo CPD-030 Critical Point Dryer, Bal Tec, Alemanha) e metalizadas com ouro
(Modelo: SCD030 — Balzers Union FL 9496, Balzers, Alemanha). As imagens foram
obtidas em um Microscoépio Eletrénico de Varredura (JEOL J.S.M-6360 L.V., EUA)
no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR.

3.3.8. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média £ o erro padrao da média e

analisados por ANOVA de uma via. A diferenga estatistica foi confirmada pelo pds-

teste de Tukey. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05.
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Veneno de L. intermedia causa morte nas ceélulas endoteliais apds longo

periodo de exposig¢ao

Com o propésito de verificar os possiveis efeitos citotdoxicos do veneno
loxoscélico por longos periodos de exposicao, as células endoteliais foram expostas
por 24 e 48 horas com as toxinas de L. intermedia. Como demonstrado na FIGURA
14, apds a incubagao do veneno por 24 horas, ocorre uma diminuigdo na densidade
celular, bem como alteragbes marcantes na morfologia das células. As células
diminuem a adesdo ao substrato, tornando-se arredondadas e agrupadas em
agregados. Verifica-se a presenga tanto de células ainda aderidas como células
soltas.

Ja em 48 horas, essas alteragdes tornam-se ainda mais pronunciadas, onde
se observa que praticamente a maioria das células se soltou da placa. Ainda, nota-
se, que as poucas células aderidas apresentam-se com a forma arredondada,

mostrando claramente que estdo em processo de desadeséo.

FIGURA 14 - ALTERACOES MORFOLOGICAS EM CELULAS ENDOTELIAIS APOS 24 E 48
HORAS DE EXPOSICAO AS TOXINAS DO VENENO. Células endoteliais foram plaqueadas em
placas de 24 pogos na densidade de 5x10° cel/lpogo e mantidas em cultura por 5 dias. Sob as
mesmas condic¢des, as células foram expostas a 40ug/mL de toxinas do veneno de L. intermedia, por
24 ou 48 horas. Nota-se que, com o passar do tempo o veneno provoca a desadesao das células.
Barra=100um.

Como o veneno agiu soltando as células, buscou-se avaliar, dentre a
populagdo celular que foi exposta as toxinas (células soltas e aderidas), a
integridade das células, a qual foi realizada por citometria de fluxo. As analises
dessas células, sem auxilio de marcagao, utilizando apenas o tamanho (FSC-
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scatter) e a granulosidade celular (SSC- scatter), revelam que tanto apds 24 quanto
48 horas, ha duas populagdes distintas (FIGURA 15). Através destes parametros,
pode distinguir R3 como sendo uma populagdo de células integras e R2 uma
populacdo composta de debris celulares.

Comparando os graficos obtidos do tratamento por 24 horas, com aqueles na
auséncia do veneno, nao € possivel visualizar nenhuma diferenga significativa
aparente na localizacao das células dentro das duas populagdées (FIGURA 15). Este
dado foi confirmado através dos valores gerados pelo software CellQuest (dados

nao mostrados).

Apds exposicdo ao veneno por 48 horas, a quase totalidade das células
encontra-se na populagao R2, isto €, juntamente com os debris celulares (FIGURA
15). Com este dado pode-se supor que aquela pequena fragdo de células aderidas,
observadas na microscopia de luz, sdo estas detectadas em R3. Assim, os dados
sugerem também que as células de 48 horas em R2 sdo as células que soltam e,

possivelmente estdo em processo de morte celular.

3.4.2. Analise ultra-estrutural das células expostas as toxinas do veneno de L.

intermedia

Para uma melhor caracterizagdo das alteragbes morfolégicas induzidas nas
células endoteliais expostas ao veneno de L. intermedia e observadas em
microscopia de luz, foi empregada a analise ultra-estrutural por microscopia
eletronica de transmissdo (FIGURA 16).

Observa-se que as células controles apresentam um aspecto alongando
refletindo sua aderéncia ao substrato. Essas células apresentam nucleo muito ativo,
acompanhando a morfologia celular, com predominio de eucromatina e nucléolo
grande e bem evidente. No citoplasma foi possivel observar as organelas intactas
com arquitetura ultra-estrutural caracteristica. Além disso, o contorno celular e a
membrana plasmatica apresentam-se preservados e nao mostram sinais de

alteragdes ultraestruturais (FIGURA 16- ctr).
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FIGURA 15 - AS TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia INDUZEM MORTE CELULAR. Apés a
exposicao ou nao (controle) ao veneno, as células endoteliais foram agrupadas (células aderidas com
as soltas) e analisadas em citometria de fluxo. Para verificar a estabilidade celular, duas populacdes
foram distinguidas, sendo R3 como uma populagdo de células integras e R2 como populagéo
composta de debris celulares. Apds 48horas de exposigado, observa-se um numero maior de células
na populagdo R2, indicando morte celular. Resultados representativos de trés experimentos
realizados isoladamente.
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Ja, as células expostas as toxinas do veneno demonstram nitido
comprometimento morfolégico. Com exposi¢cao de apenas 6 horas, estas tornam-se
arredondadas com uma retracdo do volume, bem como do corpo celular (FIGURA
16-6h). Essas alteragdes ficam ainda mais evidentes apos periodos maiores de
exposicao.

Apdés 18 horas de tratamento, as células exibem inumeras projecdes
membranares (blebs) contendo fragmentos de constituintes celulares (organelas) no
seu interior. Também ¢é possivel observar a condensacédo da cromatina com a sua
marginalizagdo para a membrana nuclear (FIGURA 16 -18h). Essas altera¢des
indicam sofrimento celular.

Alteragdes ultra-estruturais caracteristicas de células apoptoticas séo
evidentes nas células tratadas com veneno por 24 e 48 horas (FIGURA 16 -24h e
48h). Tais alteragbes envolvem: a) encolhimento das células e do nucleo (nucleo
picnético); b) membrana nuclear formando bordas irregulares com inumeras
reentrancias; c) condensacao da cromatina em massas granulares uniformes; d)
vacuolizagdo citoplasmatica abundante e e) perda caracteristica da integridade da
membrana plasmatica. @ Essas alteragbes ultraestruturais sao indicativas de
apoptose e sao claramente diferentes daquelas exibidas por células necréticas.
Assim, esses resultados sugerem que o mecanismo de morte celular induzido pelo

veneno de L. intermedia sobre células endoteliais € apoptose.
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FIGURA 16 - ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL DE CELULAS ENDOTELIAIS EXPOSTAS AO
VENENO DE L. intermedia. Células endoteliais foram mantidas em cultura até a confluéncia e entao
foram expostas as toxinas do veneno por 0 (controle — Ctr) 6, 18, 24 e 48 horas. Podem ser
evidenciadas profundas alteragdes morfolégicas, as quais sao visiveis de maneira tempo dependente.
Apds 18 horas de exposigdo fica evidente a formacao de blebs (setas). Note em 24 horas a
condensagao da cromatina em massas uniformes (cabegas de setas) e em 48 horas a vacuolizagao
do citoplasma (asteriscos).
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3.4.3. O veneno de L. intermedia causa apoptose nas células endoteliais

Os dados mostram que o veneno solta as célula e, leva a uma perda da
integridade celular, e demais caracteristicas, que sugerem um processo de
apoptose. Para confirmar este dado, buscou-se avaliar por Western blotting a
expressao da proteina pro-apoptética Bax. A FIGURA 17 mostra que a expressao
da Bax aumenta ja apos 6 horas de tratamento com as toxinas do veneno, o que
confirma nossos dados de que o veneno de L. intermedia induz apoptose em células

endoteliais.

0 3 6 18 24 48 Tempo(h)

e — — — — _Bax

FIGURA 17- CINETICA DA EXPRESSAO DE BAX EM CELULAS ENDOTELIAIS TRATADAS COM O
VENENO. Culturas de células endoteliais foram incubadas com o veneno (40ug/mL) pelos periodos
indicados. O conteudo de Bax das células lisadas foi analisado por Western Blotting pela reagdo com
anticorpo especifico como descrito em Métodos. A expressdo da Bax aumenta a partir de 6 horas de
exposicao as toxinas do veneno, indicando que houve um estimulo para a apoptose a partir desse
tempo de exposigédo ao veneno.

Adicionalmente, buscou-se avaliar se este mecanismo de morte celular foi
resultante da agao direta do veneno ou em decorréncia da desadesao celular.

Para tanto, foi utilizado em conjunto Anexina V (composto que liga-se
especificamente a fosfatidilserina) e iodeto de propidio (Pl) (composto que intercala-
se com o DNA celular, propriedade esta que € observada apenas nas células que
nao possuem integridade de membrana), que permite diferenciar o processo de
necrose com a apoptose. Ainda, em caso deste ultimo, € possivel determinar em
qual periodo de apoptose as células se encontram.

A interpretacdo dos resultados se baseia na distincdo de células em: a)
condicdo normal (auséncia de marcagao); b) apoptose inicial (marcagédo positiva
apenas para anexina V); c) apoptose tardia (marcagao positiva para anexina V e PI)

e d) necroticas (marcagao positiva para Pl e negativa para anexina V).
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Os resultados estéo ilustrados na FIGURA 18 A. Observa-se que células
expostas por 6 horas mostram auséncia de marcagao para ambos os marcadores,
mostrando que ainda sao viaveis, tais como as células controles. Este dado confirma
os resultados avaliados ultraestruturalmente (FIGURA 16).

Para os tempos 18 e 24 horas de tratamento, foi avaliado separadamente
tanto as células em suspensio, como aquelas que ainda permaneciam aderidas.

Observa-se que aproximadamente 80% das células que foram expostas por
18 horas, mas que ainda estavam aderidas, encontram-se em apoptose inicial
(marcagcdo apenas para a Anexina V). Ja as células soltas, cerca de 30%
apresentam sinais de apoptose tardia (marcadas tanto para anexina V, quanto para
o PI).

Nas células tratadas por 24 horas, observa-se que quase a totalidade
daquelas que apresentavam-se aderidas (aproximadamente 95%) encontram-se em
apoptose inicial. No caso das células soltas, observa-se sinais de apoptose tardia
em cerca de 50% delas.

Como mostrado anteriormente, apds 48 horas de exposigdo praticamente
todas as células estdo em suspenséo, logo, neste caso, apenas células soltas foram
avaliadas. Observa-se que a fragao de células em apoptose tardia € superior a 60%
(FIGURA 18 A).

Este conjunto de dados foi plotado em um grafico, para avaliar
comparativamente a porcentagem de células presente nos diferentes estagios de
apoptose. Nota-se com mais clareza que a apoptose tardia e a apoptose total
(apoptose inicial mais apoptose tardia) aumentam de maneira tempo dependente
(FIGURA 18B).

Em todos os casos que foram avaliados células em suspensao, retirou-se
uma aliquota e estas foram lavadas e, posteriormente, replagueadas. Curiosamente,
as células expostas por 18 horas aderem e retomam o processo de proliferagao
celular, de forma similar as células normais. Para as células expostas por 24 horas,
apenas uma pequena parcela volta a readerir e aquelas expostas por 48 horas nao
se observa mais a readesao (resultados ndo mostrados).

Com base nesses resultados, pode-se sugerir que a sinalizagao para a morte
celular observada nas células endoteliais apds exposicao as toxinas do veneno de
L. intermedia é iniciada durante o processo de desadesdo celular. Todavia, o

desencadeamento da morte celular propriamente dito é iniciado apenas nas células
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FIGURA 18 - APOPTOSE INDUZIDA PELAS TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia EM
CELULAS ENDOTELIAIS. Células endoteliais foram expostas ao veneno por 0 (controle) 6, 18, 24 e
48 horas. Apo6s a incubacao, as células foram coletas e processadas para a deteccdo de apoptose
utilizando anexina V e lodeto de propidio e andlise em citometria de fluxo. Nos tempos de 18 e 24
horas foram coletadas separadamente as células aderidas e as em suspensdo. A - Distribuicdo das
células controle e tratadas nos respectivos quadrantes de marcagcdo para a anexina V (FL1-H) e
iodeto de propidio (FL2-H). B - A porcentagem de células em apoptose inicial, apoptose tardia e a
apoptose total (inicial + tardia) foram plotadas em um grafico onde evidencia que o aumento da
apoptose é tempo dependente. Cada barra representa a média +/- o desvio padrdo de um
experimento significativo realizado em ftriplicata. *** p<0,001 comparado com os controles nos
respectivos tempos.
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soltas, apos longo periodos de exposi¢ao (24 horas ou mais). Estes dados sugerem
que o mecanismo de morte celular pode ser por anoikis (morte por desalojamento).

Para confirmar se a apoptose foi induzida pelo veneno ou pela desadesao das
células endoteliais (anoikis) utilizou-se uma condigdo que n&o permitisse a adesao
das células. Para esse propdsito, as células foram soltas da placa de cultura com
EDTA e mantidas em tubos de centrifuga, em incubadora BOD a 37°C sob leve
agitacdo. A quantificacdo das células apoptéticas foi realizada conforme
apresentado no ensaio anterior (anexina V / iodeto de propidio).

Os resultados estao ilustrados na FIGURA 19, e verifica-se que o numero de
células apoptdticas para a condicao controle € maior em condicdo nao aderente, do
que nas aderidas. Este resultado certamente era esperado, tendo em vista que o
processo de sinalizagédo celular mediado pela adesao a matriz extracelular (MEC) é
de extrema importancia para o crescimento e sobrevivéncia de células aderentes. O
dado surpreendente foi aquele obtido para as células expostas para o veneno, tendo
em vista que nado ha alteracdo no numero de células apoptdoticas, quando
comparada ao grupo controle, tanto em 24 horas, quanto em 48 horas de exposigao.

Esse conjunto de resultados mostra claramente que as células ndo morrem
em decorréncia da agao direta do veneno, mas sim, pelo desalojamento causado

pelo mesmo, portanto morrem por anoikis.

3.4.4 Alteragbes no padrdo de marcagao de integrinas e caderinas em células

expostas as toxinas de L. intermedia

Visto que a acgdo das toxinas do veneno induz a desadesdo das células
endoteliais desencadeando a morte celular, procurou-se investigar possiveis
alteracdes na distribuicdo de proteinas envolvidas nesse processo. Como discutido
anteriormente, a adesao celular € um mecanismo complexo que envolve diversas
moléculas de adesao interagindo com a MEC (ancoragem célula-matriz) e também
com células homotipicas ou heterotipicas da vizinhanga (ancoragem célula-célula).
Os principais receptores de superficie celular envolvidos com a adesao célula-matriz

sao as integrinas, e os de adesao célula-célula sdo as caderinas.
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FIGURA 19 - EFEITO DO VENENO DE L. intermedia SOBRE CELULAS ENDOTELIAIS EM
SUSPENSAOQ. Células endoteliais foram tratadas com veneno (40ug/mL) por 24 e 48 horas em
condi¢des aderentes (ad) ou em suspensédo (sus). No tratamento em suspensédo, as células foram
soltas com EDTA e mantidas em estufa BOD sob leve agitacao a 37°C. A indugédo de apoptose foi
avaliada por citometria de fluxo pela marca¢cdo com anexina V/iodeto de propidio. Foram analisados
30.000 eventos para cada amostra. As células quando em suspensao nao apresentam diferenga no
numero de células apoptdticas apds o tratamento com o veneno, indicando que o mecanismo de
morte celular induzido é por anoikis, estando relacionado com a desadesao da célula ao substrato.
Cada barra representa a média +/- o desvio padrédo de um experimento significativo realizado em
triplicata. *** p<0,001 comparado com os controles nos respectivos tempos.

Assim, buscou-se avaliar se 3 horas de exposicdo ao veneno ja seria
suficiente para provocar alteragdes nestas importantes moléculas adesivas. Por
microscopia confocal, observa-se que o tratamento com o veneno induz profundas
alteracbes no padrao de marcacado desses dois receptores da superficie da célula
(FIGURA 20).

A marcagao da integrina asf31, mostra que as células perdem o espraiamento
e a adesdo celular, tornando-se arredondadas. De maneira semelhante, nos
resultados da imunomarcacao para a E-caderina observa-se que as células perdem
o contato ceélula-célula, tornado-se menores e arredondadas (FIGURA 20). Tais
resultados suportam a evidéncia de que o veneno provoca a perda de adesao das

células endoteliais do substrato, induzindo a morte celular por anoikis.
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FIGURA 20- REORGANIZACAO DO PADRAO DE MARCACAO DE INTEGRINA asps E DE E
CADERINAS EM CELULAS EXPOSTAS AS TOXINAS DE L. intermedia. Células endoteliais foram
expostas ao veneno (40ug/ml) por 3 horas. Apos o periodo de incubagdo, as células foram
processadas para detecgdo da integrina asB+ e da E-caderina, conforme descrito em Métodos. A -
Padréo de marcacao da integrina asf3+ em células controles e em células tratadas com o veneno. B -
Imunomarcacgéao para E-Caderina em células controles e tratadas com veneno. Barra =18 um.
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3.4.5. Papel do proteoglicano de heparam sulfato como protetor da acdo do veneno

nas células endoteliais

Como os dados mostraram que 0 veneno ndo age diretamente nas células
endoteliais, buscou-se possiveis compostos que poderiam agir protegendo-as.
Como os proteoglicanos sdo importantes moléculas envolvidas no processo de
adesdao celular, inicialmente utilizamos como ferramenta de estudo, as linhagens de
células do ovario de hamster chinés — CHO, selvagem (CHO-K1), bem como uma
linhagem deficiente da enzima xilosiltransferase (CHO-745), que é chave para o
inicio da biosintese de glicosaminoglicanos (GAG). Esta linhagem sintetiza apenas
5% de GAGs, quando comparada com a linhagem selvagem.

A exposicdo dessas linhagens CHO as toxinas do veneno, por diferentes
tempos de tratamento, demonstrou claramente que as células mutantes CHO-745
s&o mais susceptiveis a desadesdo ao substrato induzida pelo veneno (FIGURA
21A).

Ambas as células apresentam morfologia alterada, com a redugdao do
espraiamento celular, evidenciada pelo arredondamento das células e a perda da
adesdo célula-célula, conforme evidencia as imagens obtidas por microscopia
eletrénica de varredura (FIGURA 21B). Essa observagédo fica bem evidente nas
imagens apos trés horas de incubagdo com o veneno, quando pode-se observar que
a linhagem CHO-K1 ainda apresenta-se espraiada e aderida ao substrato, enquanto
que a CHO-745, neste mesmo tempo, ja perdeu praticamente toda sua interagéo
com o substrato.

Quando foi quantificado o numero de células remanescentes na placa de
cultura, observou-se que ha uma nitida redugdo de células ainda aderidas. Esta
reducado é estatisticamente significativa apenas para a linhagem CHO-745, tanto em
3, quanto em 6 horas de tratamento, em comparagdo com as células selvagens
(FIGURA 21C).

Estes dados mostram que glicosaminoglicanos podem interferir com a acao
das toxinas do veneno.

Conforme discutido anteriormente, as células endoteliais sintetizam um
proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) peculiar, rico em &cido idurénico 2-O-

sulfatado, o qual é caracteristico da molécula de heparina. Adicionalmente, dados
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FIGURA 21 - CELULAS DEFICIENTES DE GLICOSAMINOGLICANO SAO MAIS SUSCEPTIVEIS A
ACAO DO VENENO. Células CHO-K1 (selvagens) e CHO-745 (deficientes de glicosaminoglicanos)
foram expostas ao veneno de L. intermedia (40ug/mL) por diferentes tempos (0 (controle) 2, 3 e
6horas). A -Imagens obtidas por microscopia de luz. B — Imagens obtidas por microscopia eletronica
de varredura. Note que a morfologia das células é claramente distinta apds a agao do veneno. C -
Apds o tratamento com o veneno, o meio foi removido e a placa de cultura foi lavada. Posteriormente,
as células que permaneceram aderidas foram soltas com pancreatina e contadas. Cada variavel foi
realizada em quadruplicata.*p<0,05 e ***p<0,001 para comparagédo entre cada grupo de CHO-745
com cada grupo de CHO-K1 respectivamente, e ##p<0,07 em comparagdo com CHO-745 controle
tempo 0. Resultados representativos de trés experimentos realizados isoladamente.
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recentes do nosso laboratério mostraram que heparina exdégena pode atuar como
protetor da acdo do veneno nas células endoteliais (SENE et al., manuscrito em
elaboragao). Assim, buscou-se investigar se este proteoglicano peculiar poderia ser
0 agente protetor.

Os resultados utilizando microscopia o6tica e eletrbnica de varredura de
células endoteliais normais e clone 10+ (nome dado a uma linhagem mutante
endotelial que expressa apenas 60% dos de PGHS), expostas ou nao (controle) ao
veneno, por 6 ou 24 horas, estao ilustrados na FIGURA 22.

As células 10+ ja com 6 horas de exposi¢cao apresentam redugao significativa
da adesdo a placa de cultura, enquanto que no mesmo periodo, nas células
normais, os efeitos provocados pelo veneno ainda sdo pouco visiveis (FIGURA
22A).

Estes achados sdo ainda mais evidentes, quando se observa as células
expostas ao veneno por 24 horas. A maioria das células 10+ ja sofreram o processo
de perda de adesao ao substrato, enquanto que nas normais, essa perda de adesao
s6 € visualizada em tempos apdés 48 horas de exposigdo, como mostrado
anteriormente (FIGURA 14).

Tais evidéncias sao mais bem observadas com a técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (FIGURA 22B), onde é possivel verificar que apés 6 horas
de exposicao, as células normais encontram-se espraiadas e aderidas ao substrato,
apresentando inumeras projegdes laterais a partir do corpo celular (filopddios),
demonstrando evidente adesao celular. Por outro lado, as células 10+ demonstram
uma maior retragcdo citoplasmatica, com nitido arredondamento com uma intensa
reducdo da area do corpo celular. Em 24 horas de exposicédo estes efeitos sdo mais
pronunciados, sendo que todas as células 10+ estdo arredondadas, diferentemente
das células normais que, apesar de alteradas, ainda apresentam espraiamento
celular.

Novamente, a analise do dado quantitativo, onde foi avaliado o numero de
células que permaneciam aderidas a placa, mostra que as a linhagem deficiente de
PGHS (10+) é muito mais susceptiveis a agdo do veneno que as normais (FIGURA
22C).

Estes dados sugerem que dentre os glicosaminoglicanos, o heparam sulfato
da superficie da célula endotelial (presente no proteoglicano Sindecam-4), atua

como uma molécula protetora destas células, minimizando e retardando o efeito de
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desadesao das mesmas ao substrato, quando expostas as toxinas do veneno de L.

intermedia.
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FIGURA 22 - MENOR EXPRESSAO DE SINDECAM-4 AUMENTA A SUSCEPTIBILIDADE DA
CELULA A DESADESAO PROVOCADA PELO VENENO. Células endoteliais normais (RAEC) e
deficientes na biosintese de Sindecam-4 (proteoglicano de heparam sulfato) (10+) foram expostas ao
veneno (40pg/mL) por 6 ou 24 horas, e entao foram processadas para microscopia 6tica (A) ou para
microscopia eletronica de varredura (B). C - Apds o tratamento com o veneno, o meio foi removido e
a placa de cultura foi lavada. Posteriormente, as células que permaneceram aderidas foram soltas
com pancreatina e contadas. Cada variavel foi realizada em quadruplicata. **p<0,01 e ***p<0,001
para comparagao entre cada grupo de 10+ com cada grupo de RAEC respectivamente, e ##p<0,01 e
###p< 0,001 em comparagdo com RAEC controle e 10+ controle. Resultados representativos de trés
experimentos realizados isoladamente.
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3.5. DISCUSSAO

Como apresentado anteriormente, estudos utilizando linhagens celulares tém
demonstrado que o veneno de L. intermedia contribui direta ou indiretamente para a
citotoxicidade em diferentes modelos celulares estudados, como em eritrocitos
(TAMBOURGI et al., 2000, 2002), neutrofilos (MAJESTIK et al., 1977), células
epiteliais renais (CHAIM et al., 2006, RIBEIRO et al., 2007) e queratindcitos
(PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2006).

As células endoteliais também foram analisadas. PATEL e colaboradores
(1994) mostraram que ocorre a citotoxicidade do veneno nas células endoteliais de
cordao umbilical humano (HUVEC), demonstrando que o veneno age como agonista
sobre estas células, induzindo a expressao de moléculas envolvidas com eventos
inflamatorios. Adicionalmente, VEIGA e colaboradores (2001a) e PALUDO e
colaboradores (2006) descreveram efeitos deletérios do veneno sobre células
endoteliais da aorta de coelho.

PALUDO e colaboradores (2006) demonstram que apods 3 horas de exposigao
ao veneno de L. intermedia, inicia-se 0 processo de perda de adesao da célula ao
substrato, através de alteracbes nas estruturas adesivas de contato célula-célula
concomitantemente com a redistribuicdo dos pontos de contato focal. Ainda,
mostraram que induz a desorganizacdo do citoesqueleto de actina causando o
desaparecimento das fibras de estresse.

Tais alteragbes morfoldégicas ndo foram relacionadas como indicativos de
morte celular, uma vez que VEIGA et al. (2001a) mostraram que células desaderidas
pela agao do veneno por até 18 horas de tratamento, quando lavadas e colocadas
novamente em cultura, foram capazes de readerir ao substrato, mostrando
crescimento e proliferagdo semelhantes as ceélulas controles (n&o tratadas com
veneno).

Adicionalmente, € detalhadamente descrito na literatura que alteragbes na
forma e no espraiamento celular, controlados pelo citoesqueleto e sua conexdo com
a matriz extracelular, via receptores do tipo integrinas e, ainda, pelas jung¢des célula-
célula, podem alterar a sinalizagao celular associada com a adeséo, influenciando
assim na sobrevivéncia da célula (CHEN et al, 1997). Também, tem sido
demonstrada a habilidade do citoesqueleto de controlar a sobrevivéncia de células

endoteliais através da regulagdo da expressao de proteinas da familia Bcl-2 bem
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como pela fosforilagdo da proteina quinase AKT (FLUSBERG; NUMAGUCHI;
INGBER, 2001).

Diante desses dados, e para determinar os efeitos da exposicao do veneno
em tempos maiores do que haviam sido descritos (até as 18 horas), o presente
capitulo deste trabalho, reporta evidéncias adicionais da atividade citotoxica do
veneno de L. intermedia em células endoteliais e descreve o possivel mecanismo
que conduz a morte dessa célula.

Os resultados mostraram que as células alteram a forma celular, passando a
apresentar um formato arredondado, seguido pela agregacao entre elas e, por fim, a
desadesao das células ao substrato. Estes eventos sdo tempo dependente. Ao final
do tempo avaliado (48 horas de exposi¢cao), quase todas as células encontram-se
em suspensao (FIGURA 14).

O espalhamento do laser nas células endoteliais, realizada no citometro de
fluxo, pode ser mensurado nos fotomultiplicadores de deteccdo do espalhamento
frontal (FSC) ou no lateral (SSC). Tais paradmetros foram examinados para as
células tratadas por 24 ou 48 horas. Estes parametros de espalhamento de luz, FSC
e SSC, sdo utilizados para indicar o tamanho e a complexidade celular,
respectivamente (GREMSKI et al., 2007). Utilizando conjuntamente ambos os
parametros, pode-se separar as ceélulas em duas populagbes, uma para as células
normais e outras para debris ou fragmentos celulares (FIGURA 15).

O tratamento com o veneno indicou um aumento significativo, apos 48 horas
de exposicdo, na populagao referente aos fragmentos celulares, indicando que
nesse tempo de tratamento, as células endoteliais sdo susceptiveis a morte, devido
a acao do veneno (FIGURA 15).

Para uma melhor caracterizagcdo das alteragdes morfoldgicas das células
endoteliais expostas as toxinas do veneno de L. intermedia, foram realizadas
analises por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A analise por MET é
considerada a “técnica ouro” no estudo sobre morte celular, sendo considerada
como o0 meétodo mais preciso para distinguir células em apoptose, daquelas em
necrose (KRYSKO et al, 2008). Células apoptoticas apresentam alteragdes
morfoldgicas tipicas e bem definidas. Um dos primeiros sinais ultra-estruturais
classicos detectavel na apoptose é a formacdo de massas densas uniformes de
cromatina distribuidas ao redor do envoltorio nuclear (SARASTE; PULKKI, 2000).

Esse sinal foi observado a partir de 18 horas de tratamento com o veneno. As
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células expostas ao veneno por 24 e 48 horas apresentam alteracdes ainda mais
pronunciadas, caracteristicas de células em apoptose (FIGURA 16).

As varias alteragdes biologicas que ocorrem na ceélula durante o processo de
apoptose realizam-se em uma sequéncia ordenada de eventos. Um padréo tipico de
apoptose inclui alteragdes bioquimicas, fragmentacdo do DNA e mudangas
morfologicas (VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000).

Para confirmar se nas células endoteliais ja havia, de fato, iniciado o
processo de apoptose, foi avaliado a expressao da proteina pré-apoptoética Bax, ao
longo dos diferentes tempos de exposi¢géo ao veneno. Foi observado que, houve um
aumento de Bax a partir de 6 horas de exposigcao (FIGURA 17). Embora esteja claro
que a apoptose pode ocorrer na auséncia de sintese protéica, a superexpressao de
proteinas pro-apoptéticas como a Bax, Noxa ou a PUMA, sdo fundamentais para o
dano no DNA mediado pela apoptose (SCHULER; GREEN, 2001).

Para verificar bioquimicamente a participacao da apoptose como mecanismo
de morte celular acionado pelas toxinas do veneno, utilizou-se, também, o método
da externalizag&o da fosfatidilserina (PS), pela marcagao das células com anexina V.
A externalizacdo de PS é um dos primeiros eventos ativados pela cascata
apoptética (ZHANG et al., 1997). Este fosfolipidio de membrana esta restrito a
camada interna da membrana em células viaveis. Durante os eventos que levam a
apoptose, ocorre a sua externalizacdo ativamente para a camada externa da
membrana plasmatica, onde sua presenca € requerida para o reconhecimento e
fagocitose da célula morta (KRYSKO et al, 2008). A externalizagdo da PS é
tradicionalmente detectada pela anexina V, uma proteina com grande afinidade por
esse fosfolipidio (ZHANG et al., 1997). Esta técnica combinada com o uso iodeto de
propidio, o qual intercala com a molécula de DNA em células que possuem a
membrana danificada, permite a distingao de células em apoptose inicial, apoptose
tardia e necrose (VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000).

E possivel verificar sinais de apoptose inicial nas células aderidas que foram
tratadas por 18 horas. No entanto, as células soltas apresentam sinais de apoptose
tanto inicial, quanto tardia (FIGURA 18). Estes dados corroboram as andlises em
MET, onde foi possivel observar alteragcdes associadas a apoptose em células
tratadas por 18 horas (FIGURA 16). Todavia, a porcentagem de células em
apoptose tardia é relativamente pequena, assim, quando essas células sao lavadas

e recolocadas em cultivo, elas voltam a readerir normalmente na placa de cultura, o
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que mostra que este processo € reversivel. Estes dados estdo de acordo com
aqueles obtidos anteriormente pelo grupo (VEIGA et al., 2001a).

Resultados similares foram obtidos para as células tratadas por 24 horas. No
entanto, houve uma menor porcentagem de células que voltaram a aderir a placa.
Esta baixa ades&o das células soltas, certamente estda em decorréncia do aumento
de células em apoptose tardia, em relacdo as células expostas por 18 horas ao
veneno.

Apos 48 horas de exposigao ao veneno, quase que a totalidade de células
esta soltas da placa. A quantidade de células em apoptose tardia &
consideravelmente maior (FIGURA 18B), sendo que estas células ndo sdo capazes
de reestabelecer a adesao novamente ao substrato da cultura.

Estes dados mostram que, embora a sinalizagdo para a apoptose ja estivesse
presente nas células aderidas, somente as células soltas, que estdo em apoptose
tardia, deixam de readerir. Isto sugere que este mecanismo de apoptose poderia ter
sido resultante da desadesao celular e ndo da agao citotoxica do veneno.

Esta hipotese foi confirmada quando foi avaliada a agdo do veneno nas
células em suspenséo, a qual ndo mostrou diferenga na porcentagem de células em
apoptose, daquelas nédo expostas ao veneno (FIGURA 19). Esse resultado
demonstra que a morte celular foi desencadeada pela desadesdo das células,
mecanismo conhecido como anoikis.

Cabe lembrar que a ancoragem da célula aos componentes da MEC é
principalmente mediada pelas integrinas (GROSSMANN, 2002). Esses receptores
transmembranicos de superficie sdo heterodimeros compostos por uma cadeia beta,
unida a uma cadeia alfa. As células endoteliais expressam pelo menos 13 integrinas
diferentes (RUEGG; DORMOND; MARIOTTI, 2004). Estas células s&o protegidas de
anoikis quando apresentam a molécula de integrina asBs ligada a fibronectina
(GROSSMANN, 2002). PALUDO e colaboradores (2006) mostram que a fibronectina
produzida pelas células endoteliais € um dos alvos de agdo do veneno. Conforme
demonstrado na FIGURA 20, as toxinas do veneno sao capazes de causar a
desorganizagao do ligante da fibronectina, a integrina asp.

Outra abordagem que leva a desadesao celular € observada pela perda da
interacao entre as células, as quais sao mantidas principalmente por caderinas, uma
superfamilia de glicoproteinas transmembranares, que ligam-se homofilicamente

(GROSSMANN, 2002). Essas glicoproteinas permitem tanto uma ancoragem entre
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células homotipicas (mediadas por E-caderina) como entre células heterotipicas
(realizadas por N-caderina) (ABERLE; SCHWARTZ; KEMLER, 1996). Tem sido
demonstrado que diferentes tipos celulares sao capazes de superar a anoikis apesar
da perda de adesdo a MEC quando os contatos célula-célula sdo mantidos
(FOUQUET et al., 2004 e HOFMANN et al., 2007). Por outro lado, o bloqueio da
ligacao entre E-caderinas induz a anoikis (GROSSMANN, 2002), confirmando que a
perda da interagdo célula-célula € um indutor deste mecanismo de morte celular.
Conforme demonstrado na FIGURA 20, as toxinas do veneno de L. intermedia sao
capazes de causar a desorganizagdo das interagcbes celulares, observadas pela
marcacgao da E-caderina.

Assim, as alteragdes precoces induzidas pelas toxinas do veneno nas células
endoteliais, observadas para a marcacado da asp: e da E-caderina apos 3 horas de
tratamento com o veneno, podem estar relacionadas com o inicio da transducéo de
sinal para desencadear anoikis. Adicionalmente, tem sido descrito, que um aumento
na expressao da Bax ocorre em células endoteliais em resposta a agao de varias
metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) como a jararagina, a halisase e a
gramalisina, e os autores relacionam esse aumento com alteragdes provocadas por
essas toxinas em estruturas relacionadas a adesdo, como pontos de contato focal,
citoesqueleto e proteinas de adesdo a MEC, eventos esses, iniciais na acdo das
toxinas sobre as células (TANJONI et al., 2005; YOU et al., 2003; WU; HUANG,
2003).

No entanto, as células soltas pela acdo do veneno por 18 ou 24 horas de
tratamento podem voltar a readerirem a placa de cultura. Este fenbmeno nao é
observado para as células tratadas com veneno por 48 horas, mostrando que este,
pelo menos até 24 horas, poderia ser reversivel.

De fato, os dados da literatura confirmam esta hipotese, uma vez que o a
perda da interagdo das células com a MEC estimula a translocacéo da Bax para a
mitocdndria, cerca de 15 minutos apos o sinal de desadesédo. Entretanto, as células
nao morrem imediatamente, o que pode ocorrer varias horas depois de estar em
suspensdo. Se as células sdo replaqueadas rapido o suficiente, a Bax sai da
mitocdndria e, assim, mantém as células viaveis (REDDING; JULIANO, 2005).
Enquanto anoikis € completamente executado em 4 horas em células epiteliais do
intestino, em outros tipos celulares sdo necessarias muitas horas ou mesmo dias até

que o mecanismo de transdugdo de sinais complete a morte celular programada
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(GROSSMANN, 2002). Em células endoteliais humanas s&o necessarias 48 horas
para a execucdo de anoikis em 75% das células (AUODIJIT; VUORI, 2001). Tais
dados reforgam a explicagdo do por que as células soltas pela agcdo do veneno por
18 ou 24 horas, podem voltar a readerir e nao morrem.

Embora neste trabalho foi utilizado o veneno total, ndo sendo possivel afirmar
qual(is) toxina(s) do veneno esta(do) envolvida(s) no processo de morte celular
observado, € descrito na literatura que uma metaloprotease isolada do veneno de L.
Intermedia, denominada LALP (Loxosceles astacin-like protease).é capaz de induzir
a perda de adeséao de células subendoteliais em cultura (da SILVEIRA et al., 2007b).
Na literatura ha relatos de varias metaloproteases do veneno de serpentes que
induzem morte das células endoteliais, por diferentes mecanismos de acdo (ARAKI
et al., 2002; YOU et al., 2003; WU; HUANG, 2003). Um exemplo é a jararagina, que
induz anoikis através da disruptura dos contatos de adeséo focal (TANJONI et al.,
2005).

Os resultados indicam claramente que o processo de morte celular observado
nas ceélulas endoteliais expostas ao veneno loxoscélico € desencadeado por uma
acao indireta, isto €, cliva componentes da MEC, levando a perda da adesio das
células e, consequentemente, a anoikis. No entanto, conforme discutido
anteriormente, diversos modelos celulares sofrem acao direta de toxinas de L.
intermedia. Como no modelo estudado n&o foi observada esta acdo direta, nossa
atencgao voltou-se para a busca de um possivel(is) agente(s) protetor(es).

Como os proteoglicanos sdo importantes moléculas envolvidas no processo
de adesdo celular, inicialmente utilizamos como ferramenta de estudo, uma
linhagem celular deficiente da biossintese de glicosaminoglicanos. As células do
ovario de hamster chinés — CHO, linhagem 745 foram obtida por ESKO; STEWART
e TAYLOR (1985) sendo deficientes da enzima xilosiltransferase, a qual é chave
para o inicio da biossintese de alguns glicosaminoglicanos (GAGSs), incluindo o HS.
Esta linhagem sintetiza apenas 5% do total de GAGs, em comparagdo com a
linhagem selvagem (CHO-K1). Quando foi avaliada a acdo do veneno nestas células
e comparado com a linhagem selvagem, verificou-se claramente que a diminuigcao
de GAGs deixa a célula mais susceptivel a desadeséo celular induzida pelo veneno
(FIGURA 21).

O grupo de pesquisa coordenado pela Profa Dra Helena Nader desenvolveu

um modelo de estudo deficiente de PGHS, utilizando técnicas de iRNA direcionada
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contra o Sindecam-4 (PGHS de superficie celular de célula endotelial). Com esta
ferramenta conseguiram desenvolver uma linhagem celular que expressa cerca de
60% deste PGHS, a qual foi batizada de 10+.

Quando foi avaliada a agao do veneno nas células endoteliais selvagens, com
sua variante, deficiente de PGHS, observou-se que a perda de parte deste composto
é suficiente para alterar o perfil de agdo do veneno (FIGURA 22). Este dado aponta
para o heparam sulfato endotelial como sendo o agente protetor.

O modelo celular que foi utilizado, células endoteliais da aorta de coelho, é
uma ferramenta de estudo bastante utilizada para analisar a acdo de agentes que
atuam sobre o endotélio vascular. Estas células, por serem endoteliais, exibem
compatibilidade com o sangue, isto €, nao desencadeiam mecanismo de
coagulacao. Este efeito inibitdrio na cascata da coagulagédo sanguinea é atribuido ao
heparam sulfato (BUONASSISI; COLBURN, 1983), um glicosaminoglicano que
normalmente possui baixa atividade anticoagulante. Este efeito somente foi
entendido quando foi obtida a seqUéncia dissacaridica deste glicosaminoglicano da
célula endotelial. NADER e colaboradores (1987) observaram que este heparam
sulfato € rico em acido L-idurbnico 2-O-Sulfatado (cerca de 20% do total),
intercalados entre regibes contendo acido D-glucurdnico. Ou seja, esse composto
possui regibes caracteristicas da molécula de heparina (que sabidamente é um
potente agente anticoagulante), as quais estao intercaladas entre regides tipicas de
heparam sulfato.

Dados recentes do nosso laboratério mostraram que polissacarideos
sulfatados, em especial fucanas obtidas de alga marrom e heparina podem atuar
como protetores da acdo do veneno nas células endoteliais (SENE et al., manuscrito
em elaboracdo). Assim, este conjunto de dados confirma a importancia de
glicosaminoglicano como agente protetor das células e, aponta para o heparam
sulfato como forte candidato a realizar esta tarefa. Como as células endoteliais
possuem um heparam sulfato peculiar, que atua como um “heparin-like” e, por outro
lado, a heparina inibe acdo do veneno, é possivel que seja esse 0 composto que
pode agir protegendo as células endoteliais da acao direta do veneno.

Ensaios adicionais serdo necessarios para confirmar se as células que
possuem menos HS séo realmente suceptiveis a acdo direta das toxinas de L.

intermedia.
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Quanto a agao das toxinas do veneno de L. intermedia em células endoteliais

(RAEC) estabelecidas em cultura, podemos concluir que:

Interagem com componentes extracelulares importantes da membrana
plasmatica, como o receptor para a fibronectina (integrina asB:) e com

carboidratos ricos em N-Acetil-Glucosamina.

Promovem uma diminuicido destes carboidratos de superficie celular, que

pode ser importante no mecanismo de permeabilidade vascular;

E internalizado por mecanismo de endocitose de fase fluida e segue para

possivel degradacgao celular em lisossomos.

Apos longos periodos de exposi¢cao do veneno, as células endoteliais apresentam:

Profundas alteragcbes morfolégicas, com caracteristicas de células

apoptoticas.
Estado de apoptose tardia, que € observado apenas nas células soltas;

Morte celular por anoikis — morte celular causada por desalojamento,

mostrando que o veneno apresenta uma agao indireta.

Os glicosaminoglicanos interferem na acéo das toxinas do veneno sobre a
desadesao celular e aponta para o heparam sulfato endotelial como o protetor

da acao direta do veneno.
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