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RESUMO

As pegonhas de aranhas sdo constituidas de uma mistura complexa de
substancias. As pesquisas com peconhas de aranhas investigam o0s
mecanismos do envenenamento, novas estratégias terapéuticas e o imenso
potencial farmacologico dos componentes das peconhas. No presente trabalho,
serdo apresentados estudos realizados com as peconhas de duas aranhas
distintas: Loxosceles similis, pertencente a subordem Araneomorphae, e
Lasiodora sp., pertencente a subordem Mygalomorphae. O trabalho é dividido
em dois capitulos, para melhor entendimento.

CAPITULO 1

As aranhas do género Loxosceles podem provocar envenenamentos
graves em humanos, descritos como loxoscelismo. O loxoscelismo cutaneo
caracteriza-se por dermonecrose, que pode levar semanas para cicatrizar. O
loxoscelismo sistémico € uma complicagao mais rara que pode levar a vitima a
Obito por faléncia renal aguda. Recentemente, descobriu-se que a espécie L.
similis, até entdo pouco estudada, é amplamente encontrada em ambientes
antrépicos, principalmente no estado de Minas Gerais. As primeiras
caracterizagcdes dessa peconha mostraram que possui efeitos bioldgicos
similares as peconhas de aranhas Loxosceles de importancia médica no Brasil.
O objetivo geral do primeiro capitulo deste trabalho foi caracterizar o soro
especifico anti-L. similis e avaliar a participacdo do LPA nos efeitos da peconha
de L. similis e de uma proteina dermonecrética de L. intermedia (recLiD1).
Andlises histolégicas de pele de coelho apdés 2, 4 e 8 horas da injecao
intradérmica de peconha de L. similis (3 pg) mostraram denso infiltrado
inflamatorio, edema, degeneracao e necrose musculares, dissociacao de fibras
colagenas e reticulares. A pré-incubacédo da peconha com o soro anti-L. similis
reduziu de forma significativa todos esses efeitos. O principal componente
toxico da peconha de Loxosceles possui atividade de fosfolipase D (PLD) e
atua sobre varios alvos lipidicos. H4 um interesse atual em investigar o papel
do acido lisofosfatidico (LPA) no loxoscelismo. O LPA é um dos produtos da
acao enzimatica de PLD, e sabe-se que o LPA induz agregacao plaquetaria,
hiperpermeabilidade endotelial e respostas pré-inflamatérias. Os tratamentos
de fibroblastos humanos HFF-1 com peconha de L. similis ou recLiD1 (10
Hg/mL, ambas pré-incubadas com o precursor de LPA lisofosfatidilcolina)
promovem liberacdo das citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias IL-6, IL-8,
CXCL1 e CXCL2 apods 12 horas, bem como morte celular por apoptose apés 48
horas de incubacgéo. O co-tratamento das células com Ki16425 (15 uM), que é
um antagonista de receptores para LPA (LPA{/LPAs), reduziu
significativamente a produgédo de mediadores inflamatoérios, porém néo alterou
os efeitos apoptoticos da peconha e da recLiD1. Em células endoteliais
humanas HUVEC, o Ki16425 também ndo reduziu a apoptose causada pela
peconha e pela recLiD1 ap6s 48 horas de incubacdo. Com isso, o presente
trabalho mostrou, pela primeira vez, que o LPA formado por acdo enzimatica
de PLD da peconha de L. similis e da recLiD1 exerce papel na liberacdo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias em fibroblastos humanos. No entanto,
pelo menos in vitro e nas condicbes experimentais aplicadas, os receptores
para LPA ndo participam da morte celular promovida por esses agentes em
HFF-1 e HUVEC.



CAPITULO 2

As aranhas do género Lasiodora sao amplamente distribuidas no Brasil,
onde sado conhecidas vulgarmente como caranguejeiras. A peconha de
Lasiodora sp. € pouco tdéxica a humanos. Os acidentes causam apenas dor,
edema e eritema no local da picada. No entanto, essa peconha pode ser fonte
de ferramentas farmacolégicas importantes. Nosso grupo de pesquisa
descreveu previamente os efeitos cardiovasculares da peconha de Lasiodora
sp. Em ratos, a peconha promove hipotensao e bradicardia agudas, diminuicéo
da frequéncia cardiaca em coracéo isolado, vasodilatacdo dependente de 6xido
nitrico (NO) e ativagdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em
anéis de aorta. O objetivo geral do segundo capitulo deste trabalho foi isolar e
caracterizar um ou mais componentes vasodilatadores a partir da peconha
bruta da aranha Lasiodora sp. Utilizando-se técnicas de fracionamento da
peconha em combinagdo com ensaios bioldégicos em aorta de rato, uma fragao
vasoativa foi isolada. Ensaios de espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear identificaram dois compostos na fracdo: adenosina difosfato
(ADP, 88%) e adenosina monofosfato (AMP, 12%). Sabe-se que o ADP, assim
como a peconha bruta, causa hipotensao, vasodilatacao dependente de NO e
ativacao de eNOS. Constatamos que a peconha de Lasiodora sp. contém ADP
em quantidade suficiente para causar relaxamento em anéis de aorta de rato.
Os efeitos vasodilatadores da peconha total e do ADP foram inibidos
significativamente por suramina, que é antagonista de receptores purinérgicos
P2. Os resultados do presente trabalho indicam que o ADP é um importante
componente vasodilatador da pegconha da aranha Lasiodora sp.



ABSTRACT

Spider venoms are complex mixtures of substances. Research into
spider venoms investigates the mechanisms underlying envenomation, new
therapeutic strategies and the huge pharmacological potential of the venom
components. The present work studied the venoms of two distinct spiders: the
Araneomorphae spider Loxosceles similis and the Mygalomorphae spider
Lasiodora sp. In order to provide a better understanding of the study, this
manuscript is divided into two chapters.

CHAPTER 1

Members of the spider genus Loxosceles can cause severe
envenomation in humans, described as loxoscelism. Cutaneous loxoscelism is
characterized by dermonecrosis which can require weeks to heal. Systemic
loxoscelism is a rare complication marked by acute renal failure that leads to
death in a few cases. Recently, the poorly studied L. similis species has been
found in anthropic environments, mainly in the State of Minas Gerais. The first
characterizations of the venom from this species showed that its main biological
effects had a similar intensity to other medically important Loxosceles species.
The aim of the first chapter of the present work was to characterize the specific
anti-L. similis-venom serum and to evaluate the participation of LPA in the
effects of both L. similis venom and L. intermedia dermonecrotic protein
(recLiD1). Histological analysis of rabbit skin 2, 4 and 8 hours after intradermal
injection of L. similis venom (3 pg) showed a dense inflammatory infiltrate,
edema, muscle degeneration and necrosis, dissociation of collagen and
reticular fibers. Pre-incubation of the venom with anti-L. similis-venom serum
significantly decreased all of these effects. The main toxic component of
Loxosceles spider venom presents phospholipase D (PLD) activity towards
many lipid targets. There is current interest in investigating the role of
lysophosphatidic acid (LPA) in loxoscelism. LPA is one of the products of PLD
enzymatic action and it is described to induce platelet aggregation, endothelial
hyperpermeability and pro-inflammatory responses. Treatment of HFF-1 human
fibroblast cells with L. similis venom or recLiD1 (10 pg/mL, both pre-incubated
with lysophosphatidylcholine, a precursor for LPA formation) provokes the
release of pro-inflammatory cytokines and chemokines IL-6, IL-8, CXCLA1,
CXCL2 after 12 hours, as well as cell death by apoptosis after 48 hours of
incubation. The concomitant treatment of the cells with Ki16425 (15 uM), an
antagonist of LPA receptors (LPA{/LPA3), significantly decreased the production
of inflammatory mediators; however, it did not reduce the apoptotic effects of
venom and recLiD1. On HUVEC human endothelial cells, Ki16425 did not
reduce apoptosis caused by venom and recLiD1 after 48 hours of incubation
either. Thus the present work has showed for the first time that LPA formed by
PLD-dependent enzymatic activity of L. similis venom and recLiD1 has an
important role in the release of pro-inflammatory cytokines and chemokines
from human fibroblasts. Nevertheless, LPA receptors do not participate in HFF-
1 and HUVEC cell death caused by these agents, at least in vitro and under our
experimental conditions.



CHAPTER 2

Members of the spider genus Lasiodora are widely distributed in Brazil,
where they are commonly known as caranguejeiras. Lasiodora sp. spider
venom is slightly toxic to humans. The bite of this spider causes local pain,
edema and erythema. However, Lasiodora venom may be a source of important
pharmacological tools. Our research group has previously described the
cardiovascular effects of Lasiodora sp. venom. In rats, this venom produces
acute hypotension and bradycardia, decreased heart rate in the isolated heart,
nitric oxide (NO)-dependent vasodilation and activation of endothelial nitric
oxide synthase enzyme (eNOS) in aortic rings. The aim of the second chapter
of the present work was to isolate and characterize one or more vasodilator
components from Lasiodora sp. crude venom. We isolated one vasoactive
fraction using fractionation techniques combined with biological assays in rat
aorta. Mass spectrometry and nuclear magnetic resonance assays identified
that the fraction is a mixture of two compounds: adenosine diphosphate (ADP,
88%) and adenosine monophosphate (AMP, 12%). It is known that ADP, as
well as the crude venom, causes hypotension, NO-dependent vasodilation and
eNOS activation. We determined that Lasiodora sp. venom contains enough
amount of ADP to cause relaxation in rat aortic rings. The vasodilator effects of
ADP and Lasiodora crude venom were significantly inhibited by suramin, which
is a P2-purinergic receptors antagonist. The results of the present work indicate
that ADP is an important vasodilator component of Lasiodora sp. spider venom.
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1. APRESENTACAO

A classe dos aracnideos (Arachnida), pertencente ao filo dos artropodes,
apresenta duas ordens de interesse médico, que sdo a das aranhas (Araneae)
e a dos escorpides (Scorpionidae) (Campolina et al., 2001). As aranhas
compdem um grupo primitivo, sendo que o fossil mais antigo conhecido data de
300 milhdes de anos, do periodo Carbonifero (Rash & Hodgson, 2002). A
diversidade biolégica e ecolégica é imensa: 43244 espécies de aranhas sao
agrupadas em 3879 géneros e 111 familias (Platnick, 2012).

As aranhas tém o corpo dividido em cefalotérax e abdémen e possuem
aparelho inoculador de peconha, chamado de quelicera, na por¢cao anterior do
cefalotérax. Os corpos sdo formados por articulos méveis e exoesqueleto de
quitina. A grande maioria das aranhas possui duas glandulas de peconha
(Bucherl, 1972; Lucas, 1988).

Aranhas da subordem Mygalomorphae (Orthognatha), conhecidas como
“caranguejeiras”, possuem as queliceras orientadas paralelamente em relagao
ao eixo longitudinal do corpo e articulam os ferrbes verticalmente (de cima para
baixo). Se, ao contrario, a articulagdo for transversal e a aranha picar
horizontalmente (de fora para dentro), trata-se de uma “aranha verdadeira” da
subordem Araneomorphae (Labidognatha) (Blcherl, 1972). Muitas espécies
ndo sdo agressivas e sao inofensivas a humanos. As aranhas que podem
provocar envenenamentos graves em humanos e até morte pertencem a
subordem Araneomorphae, incluindo a armadeira (género Phoneutria), a vilva
negra (género Latrodectus) e a aranha marrom (género Loxosceles) (Lucas,
1988; Escoubas et al., 2000; Corzo & Escoubas, 2003).

Esses animais sdo importantes na natureza e contribuem para a
manutencdo do equilibrio ecoldgico. As aranhas sdo consideradas relevantes
predadores de insetos (Lucas, 1988). Por isso, a finalidade primaria da
peconha é paralisar ou matar as presas. Possivelmente, a peconha também
serve como mecanismo de autodefesa contra os predadores. A peconha
constitui um fator fundamental na evolugcao bem sucedida das aranhas (Rash &
Hodgson, 2002; Vassilevski et al., 2009).



Apresentacao

As pecgonhas de aranhas sao misturas complexas. As interacdes entre
as diversas classes quimicas presentes nas pegonhas e o papel destas no
processo de envenenamento ainda n&do foram bem definidos. As pegonhas
contém proteinas, componentes de baixa massa molecular, polipeptideos e
acilpoliaminas. Além disso, estdo presentes ions, sais, acidos livres, glicose,
aminoacidos, aminas biogénicas e neurotransmissores (Welsh & Batty, 1963;
Jackson & Parks, 1989; Odell et al., 1991; Escoubas et al., 2000; Vassilevski et
al., 2009).

As trés principais classes de componentes sdo: moléculas organicas de
baixa massa molecular (massa molecular<1000 Da), polipeptideos (massa
molecular de 3000 a 10000 Da) e proteinas de alta massa molecular (massa
molecular>10000 Da). A grande maioria das toxinas de aranhas identificadas
até o momento consiste em polipeptideos com massa molecular variando
aproximadamente entre 3000 e 8000 Da. Em combinagdo com poliaminas, que
sdo compostos de baixa massa molecular, os peptideos representam o
principal arsenal tdxico das aranhas. A atividade das toxinas pode ser
especifica para alguns grupos zooldgicos, como vertebrados, insetos e
crustaceos (Escoubas et al., 2000; Sollod et al., 2005).

Os alvos principais dos polipeptideos sdo os canais idnicos (Kushmerick
et al., 1999; De Lima et al., 2002; Corzo & Escoubas, 2003; Beleboni et al.,
2004). Apesar de a maioria das proteinas e dos peptideos isolados de
peconhas das aranhas consistir em neurotoxinas, varios peptideos com novas
atividades ndo-neurotoxicas vém sendo descobertos (Rash & Hodgson, 2002).

Os componentes das pegonhas animais sao produto de um processo
evolutivo de milhdes de anos. Dessa forma, essas toxinas podem ser utilizadas
como ferramentas de investigacdo dos mecanismos fisiolégicos em que atuam
e podem servir como instrumento para pesquisa e desenvolvimento de drogas
(Rates et al., 2011). Algumas toxinas isoladas de peconhas ja foram aprovadas
pelo FDA (Food and Drug Administration) como terapéuticas, enquanto outras
encontram-se em estagios variados de experimentacao clinica como drogas
potenciais para inumeras indicagdes, incluindo dor e doencas neuroldgicas e

cardiovasculares (Lewis & Garcia, 2003; Bogin, 2005).
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No presente trabalho, serdo apresentados estudos realizados com as
peconhas de duas aranhas distintas: Loxosceles similis, pertencente a
subordem Araneomorphae, e Lasiodora sp., pertencente a subordem
Mygalomorphae.

O trabalho é dividido em dois capitulos, para melhor entendimento, pois
serdo apresentados estudos distintos. O primeiro, com a pegonha da aranha
Loxosceles similis, que pode provocar envenenamentos graves em humanos.
O objetivo é voltado as caracterizagbes de soro especifico anti-L. similis e dos
mecanismos de a¢do da peconha. Destaca-se que o género Loxosceles € bem
conhecido, porém a espécie L. similis & pouco estudada e bastante comum no
estado de Minas Gerais. O segundo, com a peconha da aranha Lasiodora sp.,
inofensiva a seres humanos. Trabalhou-se com fracionamento e isolamento de

componente vasodilatador, acompanhado de ensaios biolgicos.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aranhas do género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Sicariidae,
subordem Araneomorphae. Atualmente, ha 101 espécies de Loxosceles
descritas, sendo que mais de 80 sdo encontradas nas Américas (Platnick,
2012).

Sao popularmente conhecidas como aranhas marrons, por possuirem
essa coloragdo em tons variados, ou como aranhas-violino, por terem no
cefalotérax uma mancha com o formato desse instrumento. Medem, em média,
de 2 a 3 cm de perna a perna e tém trés pares de olhos (Figura 1) (Futrell,
1992; Hogan et al., 2004).

A tabela abaixo mostra a classificacdo taxonémica das aranhas do
género Loxosceles:

Tabela 1: Classificacao taxonémica de aranhas Loxosceles.
CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Super reino Eukaryota

Reino Metazoa

Filo Arthropoda

Subfilo Chelicerata

Classe Arachnida

Ordem Araneae

Subordem Araneomorphae (Labidognatha)
Familia Sicariidae

Género Loxosceles (Heineken & Lowe, 1832)
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Figura 1: A aranha Loxosceles. A esquerda, aranha Loxosceles similis
coletada na Gruta da Lapinha, Lagoa Santa, Minas Gerais (Foto: Anderson do
Carmo, arquivo pessoal). A direita, vista anterior da aranha Loxosceles reclusa,
com destaque a configuracdo de seis olhos dispostos em trés diades (Fonte:
Vetter & Visscher, 1998).

As aranhas Loxosceles sao animais sedentarios, ndo agressivos e com
hébitos noturnos. Alimentam-se de pequenos insetos e podem viver de 3 a 7
anos. Sobrevivem muitos dias e até meses com privagdo de agua e alimento.
Ocupam uma grande variedade de habitats em ambientes naturais e
domésticos. Muitas aranhas vivem embaixo de pedras, troncos ou buracos de
arvores, no interior de cavernas, em locais escuros, aridos ou com moderada
umidade, onde constroem teias irregulares. As construgdes humanas também
proporcionam habitats favoraveis para essas aranhas, em dareas internas ou
externas, como celeiros, viveiros, garagens e galpdes de entulhos. No interior
de residéncias, encontram-se embaixo de méveis, quadros e objetos diversos,
em quinas de cobmodos, em frestas no chdo ou na parede e dentro de armarios
e gavetas (Gertsch, 1967; Galiano & Hall, 1973; Futrell, 1992).

As aranhas marrons estao distribuidas em regibes temperadas e
tropicais, principalmente na Africa e nas Américas, mas também sdo
encontradas na Europa, na Asia e na Oceania (Gertsch, 1967). Na Australia,
encontra-se a espécie cosmopolita L. rufescens (Dufour, 1820) e também L.
laeta (Nicolet, 1849). Na América do Norte, L. reclusa (Gertsch & Mulaik, 1940)

e L. deserta (Gertsch, 1973) sdo espécies responsaveis pela maior parte dos
8
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acidentes registrados (Vetter & Bush, 2002; Hogan et al., 2004). No Chile e
Peru, destacam-se as espécies L. gaucho (Gertsch, 1967) e L. laeta (Nicolet,
1849). No Brasil, L. gaucho (Gertsch, 1967), L. laeta (Nicolet, 1849) e L.
intermedia (Mello-Leitdo, 1934) sao os principais agentes etioldégicos de
acidentes, mas ha também L. adelaida (Gertsch, 1967), L. amazonica (Gertsch,
1967), L. anomala (Mello-Leitdo, 1917), L. chapadensis (Bertani, Fukushima &
Nagahama, 2010), L. hirsuta (Mello-Leitdo, 1931), L. immodesta (Mello-Leitao,
1917), L. puortoi (Martins, Knysak & Bertani, 2002) e L. similis (Moenkhaus,
1898) (Platnick, 2012).

A figura 2 mostra o mapa de distribuicdo geografica de aranhas do
género Loxosceles e do género-irmao Sicarius.

& - ~
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Figura 2: Distribuigcdo geografica dos géneros Loxosceles e Sicarius, ambos da
familia Sicariidae. Os grupos definidos de espécies de Loxosceles estao
indicados, com o numero de espécies entre parénteses. Destaca-se que a
espécie L. intermedia pertence ao grupo spadecia e a espécie L. similis faz
parte do grupo gaucho. Adaptado de Binford et al. (2008).

No estado de Minas Gerais, ha registro na literatura das espécies L.
similis, L. laeta e L. anomala (Gertsch, 1967; Alvares et al., 2004; Machado et
al., 2005a). Machado et al. (2005a) relataram a presenca dessas trés espécies
na cidade de Belo Horizonte, sendo o primeiro registro confirmado de L. similis
em residéncias. Até entdo, sabia-se que tal espécie € amplamente distribuida

9
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no interior de Minas Gerais e comumente encontrada em grutas nas
redondezas de Belo Horizonte (Ferreira et al, 2000, 2005). Andrade et al.
(2001) capturaram espécimes de L. similis na Serra da Bodoquena, Municipio
de Bonito, Estado do Mato Grosso do Sul, nas grutas Pitangueiras e do Lago
Azul.

Dessa forma, apoOs registros da presenca da aranha L. similis em
ambientes antrépicos, a caracterizacdo da respectiva peconha torna-se

necessaria.

1.2. O Loxoscelismo

Os acidentes causados por aranhas do género Loxosceles provocam
sinais clinicos e sintomas caracteristicos denominados loxoscelismo.

Dados preliminares do Ministério da Saude (2012) mostram que, em
2011, houve 26285 casos de acidentes por aranhas registrados no Brasil. A
incidéncia de acidentes por 100mil habitantes foi de 4,6 na regiao Norte, 2,0 no
Nordeste, 7,5 no Sudeste, 65,2 no Sul e 3,3 no Centro-Oeste do pais. O
numero de Obitos foi de 4 no Nordeste, 2 no Sudeste, 5 no Sul e 4 no Centro-
Oeste. Os géneros de importancia médica em saude publica sao Loxosceles,
Phoneutria e Latrodectus, sendo que o primeiro € o maior causador de
acidentes no Brasil, com cerca de 50% dos casos em que ha identificacdo da
aranha, segundo o Ministério da Saude.

Na regido Sudeste, Minas Gerais € o estado que notifica 0 maior nimero
de acidentes por aranhas. No Brasil, os estados do Parana e de Santa Catarina
registram o maior numero de casos de acidentes por aranhas Loxosceles
(Marques-da-Silva & Fischer, 2005; Ministério da Saude, 2012). O loxoscelismo
€ particularmente predominante na regido metropolitana de Curitiba, no
Parana, com cerca de 2000 a 3000 casos por ano (Malaque et al., 2002).

As aranhas-marrons ndo sdo animais agressivos, picam apenas quando
comprimidos contra o corpo. Por isso, os acidentes domésticos ocorrem
comumente quando essas aranhas estdo presentes em roupas e calcados
vestidos pela vitima, ou quando a pessoa estd dormindo. Na cidade de
Curitiba, Parana, dos 1,5 casos de loxoscelismo por 1000 habitantes
registrados entre os anos de 1993 e 2006, 20,1% das picadas ocorreram na

10
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coxa, 15,7% no tronco, 12% no bragco e 18,4% na perna da vitima. Outra
caracteristica dos acidentes € a sazonalidade, sendo a frequéncia maior nos
meses mais quentes (Sezerino et al., 1998; Malaque et al., 2002; Dyachenko &
Rozenman, 2006; Secretaria Municipal de Saude de Curitiba, 2006; Diaz &
Leblanc, 2007).

Como a picada de aranha Loxosceles é a principio indolor, os primeiros
sinais e sintomas manifestam-se apd6s algumas horas. Assim, a vitima do
acidente, na maioria dos casos, ndo captura ou identifica o agente causador.
Dessa forma, o diagnéstico preciso do loxoscelismo é dificultado, sendo super
ou subnotificado, e € confundido com infecgdes cutédneas bacterianas ou virais,
dermatites, vasculites ou ulcera diabética (Isbister & Vetter, 2005; Vetter &
Isbister, 2008).

O primeiro sintoma apds o acidente, a dor aguda, de grau variado, pode
ocorrer dentro de 2 a 8 horas, progredindo para uma sensacao de queimadura.
Em até 24 horas, o local da picada fica cercado por eritema e edema. Em
casos de severidades moderada e grave, as lesdes progridem para necrose em
48 a 72 horas. Os sinais iniciais de necrose sao hiperestesia, formacao de
bolhas de conteddo hemorragico, enduracdo e cianose, culminando em
formagdo de Ulcera vermelho-azulada, dolorosa e coberta por escara,
circundada por halo de isquemia e vasoconstricdo. O espalhamento
gravitacional ocorre dependendo da regido onde a peconha foi inoculada e
aumenta a area de necrose. A escara pode sair, deixando uma Uulcera que
regride em 6 a 8 semanas, porém alguns casos necessitam de enxerto.
Artralgia e febre acompanham, esporadicamente, tais sintomas. O loxoscelismo
cutaneo (Figura 3), acima descrito, ocorre em cerca de 80% dos casos (Futrell,
1992; Vetter & Isbister, 2008; Andersen et al., 2011; Malaque et al., 2011).

Ocasionalmente, o quadro clinico progride em 24 a 48 horas para
diarreia, vbmito, febre, cefaleia, coagulopatias, hemdlise, petéquia,
trombocitopenia e urticaria, caracterizando uma complicagdo mais rara,
denominada loxoscelismo sistémico ou cutaneo-visceral, que independe da
severidade da lesdao cutanea. Os sintomas caracteristicos sdo hemodlise
intravascular, coagulacéao intravascular e faléncia renal aguda, que € a principal
causa de o6bito. O percentual de mortes pode chegar a 1,5% dos casos ou
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mais, sendo que as criancas e 0s idosos sao mais susceptiveis (Schenone et
al., 1989, 2001; Sezerino et al., 1998; Hogan et al., 2004).

Figura 3: Progresséo do loxoscelismo cutaneo. Ulceragao e necrose nos dias 1
(A), 9 (B), 16 (C) e 25 (D). (Adaptado de: Isbister & Fan, 2011).

A extensao dos efeitos bioldgicos causados por acidentes loxoscélicos
tem multiplas variaveis, dependendo tanto do agente causador e respectivas
diferencas inter e intraespecificas (sexo e idade da aranha), quanto da vitima
(espécie, idade, presenca de comorbidades, variabilidade genética, local da
picada) (Barreto et al., 1985; Sezerino et al., 1998; de Oliveira et al., 1999;
Goncgalves de Andrade et al., 1999; Dyachenko & Rozenman, 2006; Pauli et al.,
2006). O loxoscelismo sistémico tem maior incidéncia em areas onde a espécie
L. laeta é predominante, como Peru (27,2%), Chile (15,7%) e Santa Catarina,
Brasil (13,1%) (Schenone et al., 1989; Sezerino et al., 1998; Abdulkader et al.,
2008).

Sabe-se que os principais sintomas do loxoscelismo sao causados por
uma familia de proteinas presente na pegonha, com massa molecular de 32 a
35 kDa evidenciada em SDS-PAGE (Barbaro et al., 1994), cujas caracteristicas

serao descritas posteriormente.
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1.2.1. Diagnéstico e tratamento do loxoscelismo

Como exposto anteriormente, a picada indolor da aranha marrom
dificulta o diagnéstico e o tratamento do loxoscelismo. O diagnédstico conclusivo
€ dado com a identificacdo da aranha, o que nao ocorre comumente. Além
disso, 0 atraso de 24 a 48 horas para que o paciente procure atendimento
médico pode aumentar a lesao e complicar o tratamento.

Para o diagnéstico, sem a identificacgdo do agente causador, sdo
avaliados os sinais e sintomas clinicos, associados com dados epidemiolégicos
da localidade do acidente (Malaque et al, 2002; Vetter, 2009).
Alternativamente, Barrett et al. (1993) padronizaram um método de diagndstico
de envenenamento por L. reclusa utilizando-se ensaio de inibicdo de
hemaglutinagao passiva. Foi analisado exsudato de lesdo cutanea de cobaias,
com 90% de sensibilidade em até 3 dias ap6s o acidente. Chavez-Olértegui et
al. (1998) desenvolveram ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detectar
antigenos da peconha de L. intermedia presentes em amostras de soro de
pacientes que sofreram picada dessa aranha e amostras de soro de
camundongos inoculados com pegonha. Miller et al. (2000) padronizaram um
imunoensaio para constatar a presenca de peconha de L. deserta em bidpsia
de pele humana lesionada, bem como em pelos extraidos do local da lesao.
Krywko & Gomez (2002) também utilizaram a técnica de ELISA para constatar
a presenca de peconha de Loxosceles em cabelos, aspirados de feridas, e em
biépsia de pele de coelho. Novamente por ELISA, McGlasson et al. (2009)
detectaram a presenca de peconha de L. reclusa em cotonete passado sobre a
superficie de pele de coelhos inoculados, por até duas semanas apos o
envenenamento. No entanto, apesar do potencial para aplicacao clinica, até o
momento nenhum método imunolégico é disponibilizado comercialmente para o
diagnéstico de loxoscelismo.

Sobre o tratamento, ndo hd um consenso acerca do melhor esquema e
ha poucos estudos clinicos que comparam a eficacia das diversas intervencoes
indicadas (Pauli et al., 2006; Manriquez & Silva, 2009; Isbister & Fan, 2011). A
figura 4 do item 1.3.3 mostra alguns esquemas de tratamento relacionados aos

mecanismos de acao propostos para a peconha.
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Em casos de loxoscelismo cutaneo de graus leve e moderado, o
tratamento é sintomatico, com uso de anti-inflamatérios e anti-histaminicos.
Antibi6ticos sdo indicados para prevenir infeccdo secundaria, que também
pode ser causada por bactérias presentes na peconha e nas presas das
aranhas. Além disso, repouso e aplicacdo de compressas frias no local da
lesdo sdo recomendados. Ha indicagdo de uso de dapsona, colchicina e
corticoides para casos mais graves de dermonecrose, a fim de reduzir a
inflamagé@o local. Deve-se considerar com cautela os efeitos adversos da
dapsona, como hepatite, leucopenia, metemoglobinemia, anemia hemolitica,
dentre outros. O desbridamento cirdrgico é realizado em casos de lesdes
necréticas graves. Outras terapias, porém com resultados conflitantes e néo
muito indicadas, sado oxigenoterapia hiperbarica, nitroglicerina topica e
eletrochoque. O antiveneno é recomendado para pacientes com formas
moderadas e graves de lesdo cutdnea e com complicacdes sistémicas. Para a
forma cutaneo-visceral, indica-se também hidratacdo vigorosa, reposicdo de
fluidos em casos de hemodlise e coagulopatia, bem como manejo da
insuficiéncia renal aguda em casos mais severos (Ministério da Saude,
Fundacado Nacional de Saude, 2001; Malaque et al., 2002; Monteiro et al.,
2002; da Silva et al., 2004; Abdulkader et al., 2008; Manriquez & Silva, 2009;
Andersen et al., 2011).

1.2.2. Antivenenos

Antivenenos sao preparagdes de anticorpos produzidos a partir do
plasma de animais, como cavalos e ovelhas, apds aplicacao de peconhas. Sao
misturas de anticorpos policlonais que reagem contra diferentes antigenos
presentes nas peconhas. A partir dessa mistura, podem ser purificados IgG
total, fragmentos de imunoglobulina F(ab’). ou fragmentos de imunoglobulina
Fab. Ha antivenenos monovalentes, que resultam de imunizagdo com um tipo
de pecgonha, e polivalentes, resultantes de imunizagcdo com varias peconhas ou
de mistura de antivenenos monovalentes (Chippaux & Goyffon, 1998; Gutiérrez
et al., 2003).

O primeiro antiveneno distribuido comercialmente foi contra a pegonha
de serpente Naja naja (Indian cobra), no século XIX, por Léon Calmette. Desde
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entdo, cientistas passaram a desenvolver antivenenos especificos em varios
paises (Chippaux & Goyffon, 1998). Brasil, Peru e México dispéem de
antivenenos para Loxosceles comercializados. Exceto no Peru, onde sao
purificados de IgG total, os antivenenos para Loxosceles sao fragmentos de
imunoglobulina F(ab’), derivados de cavalo. No Brasil, o soro anti-loxoscélico
foi desenvolvido por Vellard em 1954, e é produzido desde o inicio da década
de 60. Atualmente, sdo comercializados os soros anti-loxoscélico e anti-
aracnidico. O primeiro, produzido pelo Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos do estado do Parana (CPPI), € derivado de plasmas de
equinos hiperimunizados com pecgonhas de aranhas L. laeta, L. gaucho e L.
intermedia. O segundo, produzido pelo Instituto Butantan de Sao Paulo, deriva
de plasmas de equinos hiperimunizados com peconhas de aranhas L. gaucho e
Phoneutria nigriventer e dos escorpides Tityus serrulatus e Tityus bahiensis
(Furlanetto, 1961; Hogan et al., 2004; Pauli et al., 2006).

A proposta do uso de antiveneno € neutralizar o maior numero possivel
de antigenos circulantes nas vitimas de acidente por animais peconhentos. No
Brasil, o Ministério da Saude indica a soroterapia associada ao uso de
corticoides (prednisona) em casos de loxoscelismo sistémico e cutédneo de
graus moderado e grave (Ministério da Saude, Fundacao Nacional de Saude,
2001). Acredita-se que os soros anti-loxoscélico e anti-aracnidico reduzem a
extensao da lesado cutédnea e previnem as manifestacdes sistémicas, desde que
sejam administrados dentro de 72 horas apés a picada.

Ha controvérsias a respeito do uso da soroterapia e dados conflitantes
sobre o beneficio em ensaios clinicos (Schenone et al., 1989, 2001; Sezerino et
al., 1998). No entanto, no Brasil, 0 antiveneno € rotineiramente utilizado na
clinica, principalmente em dreas onde ha numerosos registros de acidentes
com Loxosceles.

Em animais, o coelho € o modelo experimental mais utilizado de
dermonecrose e alguns estudos avaliaram a eficacia de antivenenos diversos
em neutralizar os efeitos nocivos da peconha (Braz et al.,, 1999; Gomez et al.,
2001; Barbaro et al., 2005). Gomez et al. (1999b) purificaram fragmentos de
imunoglobulina Fab a partir de soro de coelhos imunizados com peconha de L.
deserta. Esse antiveneno purificado foi capaz de reduzir de forma significativa
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as lesdes cutaneas e a atividade de mieloperoxidase, por até 4 horas apés a
inoculacao, em coelhos inoculados com a peconha.

Estudos comprovam reatividade antigénica cruzada entre componentes
de peconhas de diferentes espécies de aranhas Loxosceles (Barbaro et al.,
2005; de Oliveira et al., 2005). Dentre esses trabalhos, o de Barbaro et al.
(1994) testou soros espécie-especificos contra as peconhas de L. gaucho, L.
laeta e L. intermedia. Ap6s separacao dos componentes de cada peconha em
SDS-PAGE, foi observado que as proteinas com massa molecular de 33 a 35
kDa mostraram maior reatividade cruzada com os soros utilizados.

No entanto, a reatividade cruzada nao é observada quando os
antivenenos sao compostos por anticorpos monoclonais, sugerindo que ha
diferengas nos epitopos presentes nas toxinas dermonecroticas e letais das
peconhas de diferentes espécies de aranhas Loxosceles. Guilherme et al.
(2001) produziram anticorpos monoclonais (mAbs) contra um componente
dermonecrético de 35 kDa da peconha da aranha L. gaucho. Um desses
anticorpos, MoALg1, neutralizou a acdo dermonecrética da pegonha de L.
gaucho de forma significativa, reduzindo em até 45% as areas de edema e
eritema de coelhos em 48 horas. MoALg1 também retardou a acao letal dessa
peconha em camundongos de 48 para 96 horas. Nao houve reatividade
cruzada com peconhas de L. laeta e L. intermedia. Da mesma forma,
Alvarenga et al. (2003) produziram 13 mAbs contra peconha de L. intermedia,
sendo que um mostrou alta poténcia de neutralizacdo e especificidade, sem
reacdes cruzadas.

Além da investigagao sobre a eficacia de anticorpos monoclonais, alguns
trabalhos estudam a producdo de anticorpos contra as proteinas
dermonecréticas, de massa molecular de 32 a 35 kDa, com o objetivo de
aprimorar a soroterapia atualmente utilizada. Sabe-se da imunogenicidade e do
potencial de tais proteinas para producao de anticorpos (Barbaro et al., 1994;
Mota & Barbaro, 1995; Guilherme et al., 2001; Alvarenga et al., 2003). Desse
modo, grupos de pesquisa produziram anticorpos contra diferentes proteinas
dermonecréticas recombinantes (Fernandes-Pedrosa et al., 2002; Kalapothakis
et al., 2002; Araujo et al., 2003; Felicori et al., 2006; Olvera et al., 2006; de
Almeida et al., 2008). A producdo de anticorpos que reagem contra analogos
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sintéticos de epitopos de toxinas dermonecréticas também vem sendo
estudada (Felicori et al., 2009; Dias-Lopes et al., 2010b; De Moura et al., 2011).

Dentro do propésito de caracterizar a pegonha de L. similis, ainda pouco
estudada, nosso grupo de pesquisa produziu soro especifico contra tal
peconha. No presente trabalho, foram avaliados reatividade cruzada
imunoldgica e potencial de neutralizacao desse soro.

1.3. Peconhas de aranhas do género Loxosceles
1.3.1. Componentes principais da peconha

A peconha de uma aranha Loxosceles serve como auxiliar na
alimentacao, paralisando insetos, e também como mecanismo de defesa. O
volume total de peconha injetada durante a picada € de cerca de 4 uL, com
variacao de 30 a 100 ug de proteinas, dependendo da espécie (Forrester et al.,
1978; Sams et al, 2001). Aranhas Loxosceles fémeas produzem maior
quantidade de peconha do que aranhas machos. Isso pode estar relacionado
ao maior tamanho e ao maior peso da fémea. Quanto a poténcia, ja foi
demonstrado que a peconha de fémea promove reagdao dermonecroética mais
severa em coelhos (De Oliveira et al., 1999).

As peconhas de aranhas Loxosceles sdao uma mistura complexa de
substancias, com toxinas de massa molecular variando de 5 a 850 kDa, sendo
que as moléculas de 5 a 40 kDa sao predominantes (Veiga et al., 2000b).
Analises dos transcriptomas das glandulas de peconha de L. laeta e de L.
intermedia mostraram que 30,9 e 43,5% dos transcritos, respectivamente, sao
toxinas (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010).

Barbaro et al. (2005) mostraram que as pegonhas de L. gaucho, L. laeta,
L. intermedia, L. reclusa e L. deserta possuem, em geral, caracteristicas toxicas
e enzimaticas semelhantes. Trabalhos iniciais de investigacdo sobre
componentes presentes nas peconhas de aranhas Loxosceles j& mostraram
similaridades biolégica, imunoquimica e bioquimica entre peconhas de
diferentes espécies. Fracionamentos das peconhas de L. gaucho, L. laeta e L.
intermedia por gel filtracdo mostraram padrdo de separagdo semelhante. Trés
fracdes foram identificadas e denominadas A, B e C, com componentes de
massas moleculares aproximadas de 35, 15 kDa e pequenos peptideos,
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respectivamente. Apenas a fragdo A de cada peconha induziu dermonecrose
em coelho e morte em camundongo. Analises por SDS-PAGE apontaram
presenca de componente principal, contido na fracdo A, com massa de 32 kDa
para L. laeta e massa de 35 kDa para L. intermedia e L. gaucho. Tais
componentes mostraram-se imunogénicos em imunoblotting. O mapeamento
peptidico dessas moléculas principais sugeriu similaridade maior entre as
proteinas de L. intermedia e L. laeta. Analises das sequéncias de cada proteina
em banco de dados apontaram alto grau de similaridade com uma toxina de L.
reclusa (Barbaro et al, 1992, 1994, 1996b; Mota & Barbaro, 1995).
Corroborando esses resultados, analise do transcriptoma da glandula de
peconha de L. infermedia mostrou relacao evolutiva préxima entre L. intermedia
e L. laeta (Gremski et al., 2010).

Como a principal funcdo de uma peg¢onha de aranha é paralisar as
presas, que sao principalmente insetos, ndo é de se estranhar que a maior
parte das toxinas expressas na glandula de pegonha de L. intermedia é de
peptideos com atividade inseticida. A andlise do transcriptoma mostrou
transcritos similares as toxinas descritas pelo grupo de De Castro (Gremski et
al.,, 2010). De Castro et al. (2004) isolaram trés toxinas da peconha de L.
intermedia, denominadas LiTx1 (7,4 kDa), LiTx2 (7,9 kDa) e LiTx3 (5,6 kDa),
que sao téxicas para larvas de Spodoptera frugiperda. Andlises de
bioinformatica mostraram que LiTx3 pode agir hipoteticamente em canais para
Na*, porém os dados para as outras duas proteinas sdo inconclusivos. Em
2006, outra toxina, ainda n&o caracterizada, foi identificada e nomeada LiTx4
(GenBank numero DQ388598.1). As sequéncias de LiTx4 e LiTx2 possuem alta
similaridade, portanto tais toxinas podem ter funcdes e estruturas semelhantes
(Gremski et al., 2010).

Enzimas também sdo compostos importantes e comuns no aparato
venenoso de diversos animais, como abelhas, serpentes e aranhas (Rash &
Hodgson, 2002). Diferentes enzimas ja foram identificadas como constituintes
das peconhas de aranhas Loxosceles, como mostra a tabela 2, incluindo

fosfatases alcalinas, hialuronidases, hidrolases, lipases e proteases.
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Tabela 2: Atividades enzimaticas de peconhas de aranhas Loxosceles.
Modificado de: Rash & Hodgson (2002); Da Silva et al. (2004).

Atividade Aranha Referéncias Bibliograficas
enzimatica
Hialuronidase L. rufescens Wright et al., 1973; Geren et al., 1976
L. laeta Schenone & Suarez, 1978; Barbaro et al., 2005
L. reclusa Geren et al., 1976; Young & Pincus, 2001;
Barbaro et al., 2005
L. deserta Barbaro et al., 2005
L. intermedia Barbaro et al., 2005; Da Silveira et al., 2007c
L. gaucho Barbaro et al., 2005
Fosfatase L. reclusa Heitz & Norment, 1974; Geren et al., 1976;
alcalina Norment et al., 1979
Esterase L. reclusa Wright et al., 1973; Norment et al., 1979
Lipase L. reclusa Norment et al., 1979
Hidrolase L. reclusa Geren et al., 1976; Norment et al., 1979
ATPase L. reclusa Geren et al., 1976
L. laeta Schenone & Suarez, 1978
5 L. reclusa Geren et al., 1976

ribonucleotideo
fosfohidrolase

Esfingomielinase | L. intermedia Tambourgi et al., 1998a; Kalapothakis et al.,

D/Fosfolipase D 2002, 2007; Araujo et al., 2003; Barbaro et al.,

2005; Chaim et al., 2006, 2011; Da Silveira et

al., 2006, 2007a; Felicori et al., 2006; Appel et

al., 2008; Gremski et al., 2010; De Giuseppe et
al., 2011; Gomes et al., 2011

L. gaucho Cunha et al., 2003; Barbaro et al., 2005;
Machado et al., 2005b; Gomes et al., 2011
L. laeta Fernandes-Pedrosa et al., 2002, 2008; Barbaro

et al., 2005; De Santi-Ferrara et al., 2009;
Catalan et al., 2011; Gomes et al., 2011
L. similis Gomes et al., 2011; Chatzaki et al., 2012
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L. reclusa

L. deserta
L. rufescens
L. boneti
L. arizonica
L. adelaida

Forrester et al., 1978; Kurpiewski et al., 1981;
Rekow et al., 1983; Rees et al., 1988; Futrell,
1992; Merchant et al., 1998; Ramos-Cerillo et
al., 2004; Barbaro et al., 2005
Barbaro et al., 2005
Young & Pincus, 2001
Ramos-Cerillo et al., 2004
Binford et al., 2005; Zobel-Thropp et al., 2010
Pretel et al., 2005

Proteases

L. rufescens
L. reclusa

L. deserta

L. intermedia

L. gaucho

L. laeta

Young & Pincus, 2001
Eskafi & Norment, 1976; Jong et al., 1979;
Barbaro et al., 2005
Barbaro et al., 2005
Barbaro et al., 1996a, 2005; De Souza et al.,
1998; Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 1999,
2000a,b; Da Silveira et al., 2002, 2007b; Zanetti
et al., 2002; Gremski et al., 2010; Trevisan-Silva
etal., 2010
Barbaro et al., 1996a, 2005; Barretto et al.,
20083; Trevisan-Silva et al., 2010
Barbaro et al., 1996a, 2005; da Silveira et al.,
2002; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Trevisan-
Silva et al., 2010

Hialuronidases sdao comumente encontradas em peconhas de diversas

aranhas. O substrato de acdo dessa enzima € o &cido hialurbnico, um

mucopolissacarideo que é constituinte principal da matriz extracelular. Dessa

forma, acredita-se que a hialuronidase presente em peconhas animais facilita a

dispersao de outros componentes tdxicos por meio da hidrélise de tecido
conectivo (Kreil, 1995; Rash & Hodgson, 2002; Girish & Kemparaju, 2007;

Girish et al., 2009).

A presenca de proteases em peconhas é controversa e alguns autores

defendem que ocorra devido a contaminacéao por fluidos digestivos no processo

de extracao, principalmente se a extracao ocorrer por eletroestimulacdo (Rash

& Hodgson, 2002). No entanto, os trabalhos em que Fernandes-Pedrosa et al.
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(2008) e Gremski et al. (2010) encontraram serino e metaloproteases nos
transcritos das glandulas de peconha de L. laeta e de L. intermedia,
respectivamente, reforcam a hipétese de que as pegonhas de aranhas marrons
realmente possuem tal atividade enzimatica. As metaloproteases sao um grupo
de endopeptidases que clivam a maioria das moléculas da matriz extracelular,
como fibronectina, laminina e colageno, remodelando a estrutura dessas
moléculas. Atuam também em moléculas plasmaticas, como fibrinogénio. As
metaloprotases de matriz sdo compostas por gelatinases, colagenases,
estromelisinas e outras metaloproteases (Kleiner & Stetler-Stevenson, 1993).
Duas metaloproteases denominadas Loxolisina A (20 a 28 kDa) e Loxolisina B
(32 a 35 kDa) foram descritas para a peconha de L. intermedia. A primeira cliva
fibronectina e fibrinogénio e a ultima é gelatinolitica (Feitosa et al., 1998).

Assim como as metaloproteases, as serinoproteases também séao
enzimas de amplo espectro de acdo para moléculas plasmaticas e de matriz
extracelular. Fazem parte desse grupo trombina, plasmina, uroquinase e
ativador de plasminogénio tecidual (Tang, 2001; Quattrocchi et al, 2002).
Sequéncias similares a inibidores de serino/cisteinoproteases foram
encontradas nos estudos dos transcriptomas das glandulas de peconha de L.
intermedia e de L. laeta (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010).
A possivel acao desses inibidores é de proteger as toxinas proteicas contra as
proteases provenientes da prépria peconha (Zupunski et al., 2003).

Um grupo de proteinas de aproximadamente 35 kDa com atividade
esfingomielindsica é descrito como o principal arsenal téxico da peconha de
aranha marrom. O componente chave de peconhas de aranhas Loxosceles é a
esfingomielinase D (32 a 35 kDa), ja caracterizada bioguimica e
biologicamente. Atribui-se a esfingomielinase D (SMaseD) a maior parte dos
efeitos toxicos do loxoscelismo, como dermonecrose, hemdlise, agregacao
plaquetaria e morte em camundongos (Forrester et al., 1978; Tambourgi et al.,
1995; 1998a). Zobel-Thropp et al. (2012) detectaram, pela primeira vez,
atividade inseticida nessa enzima. Aproximadamente 16 e 20% das toxinas
expressas nas glandulas de pegonha de L. laeta e de L. intermedia,
respectivamente, pertencem a esse grupo de enzimas (Fernandes-Pedrosa et
al., 2008; Gremski et al., 2010).
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A ideia da existéncia de uma familia de proteinas dermonecréticas
surgiu da caracterizacao bioquimica de uma fracao de L. reclusa na qual quatro
toxinas foram descritas (Futrell, 1992) e outros trabalhos corroboraram essa
hip6tese. Tambourgi et al. (1998a) purificaram a fracdo dermonecrética de 35
kDa da pegonha de L. intermedia e obtiveram trés proteinas homologas,
denominadas P1, P2 e P3, sendo que as duas primeiras sao ativas. Cunha et
al. (2003) purificaram toxinas dermonecréticas de L. gaucho e as
caracterizaram por espectrometria de massas. Duas isoformas com atividade
necrética foram isoladas e denominadas Loxnecrogina A (31,4 kDa) e
Loxnecrogina B (31,6 kDa). Anos depois, esse mesmo grupo identificou 11
isoformas de toxinas (31 a 33 kDa) similares as Loxnecroginas por analise
protebmica de peconha de L. gaucho (Machado et al., 2005b). Ramos-Cerillo et
al. (2004) purificaram trés isoformas de SMaseD da pegonha de L. boneti, do
México, e duas isoformas da peconha de L. reclusa, dos Estados Unidos.

Reforgando a questdo da existéncia de mecanismos mutacionais nas
glandulas de peconhas, Kalapothakis et al. (2007) isolaram sequéncias de
cDNA que codificam proteinas dermonecréticas da pegonha da aranha L.
intermedia. Andlises das sequéncias de aminoacidos dos clones dessas
toxinas revelaram pelo menos seis grupos de proteinas expressas na glandula
de pecgonha. Esse trabalho identificou isoformas diversas de toxinas
dermonecrdéticas, que foram denominadas proteinas Loxtox.

Com a utilizagcdo de técnicas de biologia molecular, diferentes toxinas
dermonecréticas recombinantes foram descritas. Catalan et al. (2011) clonaram
e expressaram duas toxinas imunogénicas de L. laeta, LIPLD1 e LIPLD2, sendo
que a primeira possui atividades esfingomielinasica e hemolitica e a segunda é
inativa. Kalapothakis et al. (2002) clonaram e expressaram a proteina LiD1 (L.
intermedia dermonecrotic protein 1). A sequéncia de aminoacidos deduzida a
partir do cDNA mostrou uma proteina madura de aproximadamente 31 kDa,
com cerca de 37 kDa quando fusionada com B-galactosidase, e pl de 7,37. A
proteina recLiD1 é altamente imunogénica e possui atividades dermonecroética,
de agregacao plaquetaria e esfingomielinasica (Araujo et al., 2003; Felicori et
al., 2006). A sequéncia parcial da toxina nativa de L. gaucho Loxnecrogina A
descrita por Cunha et al. (2003) mostrou similaridade com a recLiD1.
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Outras toxinas recombinantes foram caracterizadas a partir da biblioteca
de cDNA da glandula de peconha de L. intermedia. Chaim et al. (2006)
clonaram e expressaram a proteina LiRecDT1, que é nefrotdxica. Segundo
Kalapothakis et al. (2007), a LiRecDT1 possui alta similaridade com a recLiD1,
por isso ambas pertencem ao mesmo grupo de Loxtox. Da Silveira et al. (2006)
clonaram e expressaram as toxinas LiRecDT2 (33,8 kDa) e LiRecDT3 (34 kDa).
Ensaios biol6gicos mostraram que LiRecDT1 e LiRecDT2 possuem atividade
esfingomielinasica forte e causam lesdao necroética macroscopicamente visivel,
enquanto LiRecDT3 promove apenas edema e eritema cutaneos. Em 2007, o
mesmo grupo clonou e expressou outras duas toxinas de L. intermedia,
LiRecDT4 (34 kDa) e LiRecDT5 (37 kDa), que sao dermonecréticas, causam
resposta inflamatéria em derme de coelho, agregacao plaquetaria e aumento
de permeabilidade vascular (Da Silveira et al., 2007a).

Sade et al. (2012) clonaram, expressaram e purificaram, a partir da
biblioteca de cDNA da glandula de peconha de L. intermedia, uma proteina da
superfamilia TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein). Essa toxina,
denominada LiRecTCTP, causa edema e aumento da permeabilidade vascular.

Até o momento, ndo ha um conhecimento completo dos componentes
presentes nas glandulas de peconhas de aranhas do género Loxosceles. Por
exemplo, 25% dos transcritos da glandula de peconha de L. laeta e 47% dos
transcritos da glandula de peconha de L. intermedia possuem funcao
desconhecida (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010), o que

aponta um vasto campo a ser explorado.

1.3.2. Esfingomielinase D: aspectos bioquimicos

Como visto anteriormente, as principais agdes de peconhas de aranhas
Loxosceles sao atribuidas as proteinas Loxtox, com atividade enzimatica de
SMaseD. Raramente encontrada no reino animal, enzima similar a de peconha
de aranha marrom é produzida como exotoxina por algumas bactérias
patogénicas, como Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium
ulcerans e  Arcanobacterium  hemolyticum. A SMaseD de C.
pseudotuberculosis, que possui 30% de similaridade de sequéncia com a
enzima de Loxosceles, causa linfadenite em animais, é patogénica a humanos
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e mostra efeitos fisiopatolégicos semelhantes aos do loxoscelismo em modelos
animais (Songer, 1997; Van Meeteren et al., 2004).

A enzima SMaseD é um tipo especifico de fosfolipase D, com acéao
dependente de Mg®*, que converte a esfingomielina, um fosfolipideo abundante
na membrana plasmatica, em ceramida 1-fosfato (C1P, N-acil-esfingosina 1-
fosfato). C1P é um componente da bicamada lipidica, porém nédo esta claro se
€ uma molécula de sinalizagcao celular. Ao contrario da ceramida, C1P parece
nao perturbar a estrutura da membrana plasmatica, fato também controverso.
Além disso, sabe-se que células de mamiferos tratadas com SMaseD nao
convertem C1P em ceramida (Murakami et al., 2005; Van Meeteren et al.,
2007; Stock et al., 2012).

Dessa forma, ha questionamentos com relacao a atividade biol6gica da
SMaseD de Loxosceles e de bactéria, sobre como é capaz de causar os efeitos
fisiopatoldgicos ja conhecidos. Assim, a especificidade de substratos dessa
enzima foi estudada por alguns grupos. Van Meeteren et al. (2004) mostraram
que SMaseD recombinantes de L. laeta e de C. pseudotuberculosis possuem
atividade intrinseca de lisofosfolipase D sob lisofosfatidilcolina (LPC) ligada a
albumina, gerando &cido lisofosfatidico (LPA) e colina. Lee & Lynch (2005)
observaram que a SMaseD recombinante de L. reclusa hidrolisa, além de LPC
e esfingomielina, os lisofosfolipideos LPI (18:1-1-oleoil-lisofosfatidilinositol),
LPS (18:1-1-oleoil-lisofosfatidilserina), LPG (18:1-1-oleoil-lisofosfatidilglicerol),
LBPA (18:1 acido 1-oleoil-lisobisfosfatidico), liso-fator ativador plaquetario
(C16:0) € &cido fosfatidico ciclico.

Tais resultados sugerem que o termo SMaseD ¢é limitado para descrever
esse grupo de toxinas dermonecréticas, devido ao amplo espectro de acao
enzimatica dessas toxinas. A partir do trabalho de Lee & Lynch (2005), foi
sugerida a substituicdo pelo nome fosfolipase D (PLD), que é mais abrangente.

Ademais, vem sendo investigada no loxoscelismo a participacdo do LPA,
gerado por hidrolise de LPC a partir da acdo de PLD de componentes da
peconha. Sabe-se que o LPA induz agregacdo plaquetaria,
hiperpermeabilidade endotelial e respostas pré-inflamatérias (Moolenaar, 1999;
Moolenaar et al., 2004).
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1.3.3. Efeitos fisiopatologicos da peconha e mecanismos moleculares

Os mecanismos pelos quais as peconhas de aranhas Loxosceles
provocam efeitos locais e sistémicos sdo complexos, ainda ndo totalmente
elucidados e causados por sinergismo de acao entre toxinas diversas.

Alteracdes histopatolégicas no local da picada incluem edema,
vasodilatacao, espessamento do endotélio vascular, degeneragdo da parede
vascular, coagulacdo intravascular, hemorragia e infiltragdo de leucdcitos
(Futrell, 1992).

A atividade enzimatica da peconha é importante em varios aspectos. A
hialuronidase facilita a dispersdo de componentes tdxicos e causa o
espalhamento gravitacional caracteristico do loxoscelismo. As proteases, que
agem em diferentes substratos e degradam fibrinogénio, fibronectina, entactina
e proteoglicanos de heparam-sulfato, rompem as estruturas de membrana
basal e de matriz extracelular. Como nas peconhas de serpentes, tais
proteases podem estar envolvidas em hemorragia local, espalhamento
gravitacional da lesao cutanea, bem como nas complicacdes sistémicas, como
coagulacao intravascular disseminada e faléncia renal (Feitosa et al.,, 1998;
Veiga et al., 1999, 2000a,b, 2001a,b; Zanetti et al., 2002).

Proteinas da familia Loxtox de enzimas PLD, antes conhecidas como
SMaseD, interagem com a membrana celular, desregulando o sistema de
complemento e promovendo ativacdo de plaguetas e de leucdcitos
polimorfonucleares (Rees et al., 1988; Futrell, 1992; Kalapothakis et al., 2007).

Sabe-se que tanto a peconha quanto a respectiva fracado dermonecrética
interagem com a superficie de eritrocitos e lisam essas células (Rees et al.,
1984; Barretto et al., 2003, 2007). Tambourgi et al. (1998a) mostraram que as
toxinas P1 e P2, provenientes de uma fragcdo de 35 kDa da pegonha de L.
intermedia, possuem atividade esfingomielinasica e promovem dermonecrose e
hemdlise dependente de complemento. Foi sugerido que a atividade
esfingomielindsica de tais toxinas causa ativacdo de uma metaloprotease
endogena ligada a membrana de eritrocitos, resultando na clivagem de
glicoforinas de superficie, tornando essas células susceptiveis a lise mediada
pela via alternativa do complemento (Tambourgi et al., 2000). Em outro
trabalho do mesmo grupo, mostrou-se que a toxina P1 deixa os eritrocitos
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susceptiveis a hemolise por ativagao das duas vias do complemento, classica e
alternativa. Houve modificacdo da assimetria da membrana dos eritrécitos com
exposicao de fosfatidilserina (PS) na superficie celular, o que pode causar
ativacdo da via classica do complemento (Tambourgi et al, 2002).
Posteriormente, Tambourgi et al. (2007) observaram ativagdo do complemento
por ligacdo direta de C1q, o primeiro componente da via classica, a superficie
de eritrécitos humanos tratados com a toxina P1.

Chaves-Moreira et al. (2011) mostraram que uma familia de enzimas
PLD recombinantes da glandula de peconha de L. intermedia induziu lise em
eritrécitos humanos por via dependente do metabolismo de fosfolipideos de
membrana. Os produtos bioativos gerados da hidrélise de esfingomielina e LPC
aumentam o influxo de célcio nas células por canais para calcio do tipo L. Os
autores mostraram que ha uma correlagdo entre o efeito hemolitico e a
atividade de PLD. Os mecanismos exatos de hemolise causada pela peconha
ainda precisam ser elucidados.

Fracdo da peconha com atividade esfingomielinasica promove
agregacao plaquetaria dependente de componentes presentes no plasma
sanguineo (Kurpiewski et al., 1981; Rees et al., 1988). Essa acao, junto a
ativacdo do sistema de coagulagdo sanguinea e a lesdo vascular, contribui
para a deposicao de fibrina e formagao de trombos observadas nas analises
histopatolégicas (Tavares et al., 2004). O envenenamento promove coagulacao
intravascular em pele, pulméo e rins (Futrell, 1992). Em células endoteliais
tratadas com a peconha de L. intermedia e respectiva SMaseD, a ativacao de
metaloproteases endogenas participa da reducdo da expressdao de
trombomodulina e de receptor para proteina C, que sao importantes na via
anticoagulante fisiologica (Van den Berg et al., 2007).

Trabalhos mais antigos ja implicavam o recrutamento de leucécitos e a
injuria aos vasos sanguineos como as bases patologicas para a lesdo cutanea
(Smith & Micks, 1970; Patel et al., 1994). Sunderkétter et al. (2001) mostraram
que a deplecéo por irradiacdo gama de polimorfonucleares em camundongos
inibiu o dano vascular induzido pela administracdo de peconha de Loxosceles.
Nesse modelo, a deplecdo do complemento por fator de veneno de cobra
(CoVF) atrasou, mas nao inibiu os efeitos da peconha. J& Tambourgi et al.
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(2005) demonstraram que C5a e o complexo de ataque a membrana (MAC)
possuem um papel fundamental no recrutamento de neutréfilos em modelo de
dermonecrose em coelho provocada por peconha de L. intermedia e SMaseD.
Os autores sugerem que a destruicao de colageno e de fibras musculares pode
iniciar a ativacao da via classica do complemento, resultando em formacgao de
Cb5a e geracao de MAC. Além disso, células necréticas e apoptoticas também
podem contribuir para a ativacao dessa cascata. Paradoxalmente, como um
possivel mecanismo de protecdo contra o excesso de C5a, a pegonha de L.
intermedia cliva o receptor celular para C5a via ativacdo de metaloproteases
endogenas, deixando-o parcialmente responsivo ao agonista (Van den Berg et
al., 2012).

Mesmo com a deplecdo do complemento, Tambourgi et al. (2005) ainda
observaram evidéncias histolégicas de dano a fibras colagenas e células
musculares. Os autores, entao, detectaram que a ativacdo de metaloproteases
enddgenas esta implicada também no mecanismo de dermonecrose. Analise
de extratos de pele de coelhos inoculados com peconha mostrou aumento da
expressao da gelatinase endégena MMP-9, que tem papel no recrutamento de
neutrofilos, linfécitos e eosindfilos, além de participar do processo de formacéao
de lesdes e Ulceras.

Em queratindcitos humanos, Paixdo-Cavalcante et al. (2006) mostraram
que a SMaseD de Loxosceles induz apoptose associada ao aumento de
expressao de MMP-2 e de MMP-9. A tetraciclina, um inibidor de
metaloproteases, reduziu a expressdo de MMP-2 e preveniu a indugdo de
MMP-9 em amostras de pele de coelho. No mesmo estudo, o tratamento com
tetraciclina tépica em coelhos inoculados com peconha de L. intermedia ou
com SMaseD reduziu a progressao da lesdo necrética (Paixao-Cavalcante et
al., 2007).

Quanto a lesdo vascular, considera-se que ocorre ndo apenas por
degradacao de matriz extracelular e infiltracao de leucdcitos, mas também por
uma atividade direta e primaria da pegconha de aranha Loxosceles em células
endoteliais (Nowatzki et al,, 2010). Analises de bidpsias de pele de coelhos
tratados com pegonha de L. intermedia mostraram degeneracdo da membrana
de células endoteliais vasculares, além de formacdo de vacuolos no espaco
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subendotelial (Zanetti et al., 2002). Estudos mostram acado citotéxica direta
sobre células endoteliais, com alteragdes morfolégicas apoés ligacdo da
peconha de L. intermedia a superficie da célula e a matriz extracelular (Veiga et
al., 2001b; Paludo et al, 2006). Em ratos, a peconha de L. intermedia
promoveu aumento de permeabilidade vascular, além de dilatacdo de aorta
isolada dependente de endotélio. O mecanismo envolve degranulacdo de
mastécitos, com liberagdo de histamina e serotonina (Rattmann et al., 2008).
Paludo et al. (2009) observaram que antagonistas de receptores para histamina
e serotonina inibiram edema e aumento de permeabilidade vascular
promovidos pela peconha de L. infermedia e pela LiReDT1. A toxina LirecTCTP
de L. intermedia, caracterizada por Sade et al. (2012) como causadora de
edema e de aumento de permeabilidade vascular, € homéloga a uma familia de
proteinas que sao fatores de liberacdo de histamina no ambiente extracelular.
Dessa forma, além da acao direta sobre a estrutura celular, o efeito da peconha
também envolve mediadores.

A reagao inflamatéria do loxoscelismo tem envolvimento de importantes
mediadores, que possuem papel fundamental na quimiotaxia e ativacdo de
neutrofilos. Trabalhos com a utilizacdo de diversos modelos experimentais e
tipos celulares mostraram que a peconha de Loxosceles induz a liberacao e/ou
aumenta a expressdo génica de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias,
como IL-6, IL-8, MCP-1, CXCL1, CXCL2, KC, TNF-a e GM-CSF, e também
mediadores lipidicos como PGE,, fatores de crescimento como VEGF e outras
moléculas como o o6xido nitrico (Patel et al.,, 1994; Tambourgi et al., 1998b;
Desai et al., 1999, 2000; Gomez et al., 1999a; Malaque et al., 1999; Dragulev et
al., 2007; Barbaro et al., 2010).

Dragulev et al. (2007) mostraram que a SMaseD/PLD recombinante de
L. reclusa regula positivamente a expressao génica de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias em fibroblastos humanos. Na discussdo do trabalho, os
autores atribuiram os efeitos observados a C1P, formada pela hidrélise de
esfingomielina presente na membrana plasmatica. Tal hipétese foi refutada por
Van Meeteren et al. (2007), que supdem que, ao invés de C1P, o LPA bioativo,
produto da hidrélise de LPC mediada por PLD, provavelmente € o causador
dessa resposta inflamatéria observada pelo grupo de Dragulev. Com base
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nessa intrigante discusséo, o presente trabalho investiga a participagao do LPA
na liberacdo de mediadores inflamatérios e na morte celular promovida pela
peconha de L. similis em fibroblastos humanos.

A atividade de PLD é fundamental para os mecanismos de inflamacao,
bem como de nefrotoxicidade da peconha (Kusma et al., 2008; Chaim et al.,
2011). A enzima PLD de L. intermedia acumula-se e liga-se diretamente a
estruturas renais, causando injurias como edema glomerular e necrose tubular
(Chaim et al., 2006). Analises histopatolégicas de rins de camundongos
tratados com peconha de L. intermedia mostram hialinizacao dos tubulos distal
e proximal, acumulo de eritrécitos na capsula de Bowman, colapso glomerular,
toxicidade a células do epitélio tubular e deposicdo de material proteinaceo no
limen tubular (Luciano et al., 2004). A acao nefrotéxica direta da peconha de
Loxosceles, além de causar hemdélise, rabdomiolise e choque, pode levar ao
grave quadro de faléncia renal aguda (Lucato et al., 2011).

O efeito toxico da peconha e de enzimas dermonecréticas em outros
tipos celulares também ja foi descrito. Christoff et al. (2008) mostraram que a
proteina LiRecDT1 provoca tumefacdo e apoptose em hepatécitos de ratos.
Dias-Lopes et al. (2010a) detectaram antigenos de L. intermedia em rins,
coracdo, pulmdao e figado apbés envenenamento experimental em
camundongos. Nesse mesmo trabalho, os autores observaram que a proteina
recLiD1 liga-se a cardiomiécitos e promove efeitos téxicos importantes em
cardiomiécitos ventriculares e em coragédo isolado de camundongos. Esses
novos mecanismos podem ter implicacdo nos sinais e sintomas do
loxoscelismo.

A figura 4 mostra os mecanismos de acao propostos para a pegonha de
aranha Loxosceles e respectivos componentes, bem como as principais op¢oes

de tratamento para o loxoscelismo.
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Figura 4: Mecanismos de acdo propostos para a peconha de aranha
Loxosceles e respectivos componentes. O esquema também aponta as opgdes
de tratamento, como terapia antiveneno, hidratacdo e usos de corticoides,
tetraciclina e dapsona. Em vermelho, mecanismo hipotético a ser testado no

presente trabalho. Adaptado de Hogan et al. (2004).
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1.4. A peconha da aranha Loxosceles similis

Nosso grupo de pesquisa € pioneiro na caracterizacdo da peconha da
aranha L. similis. A avaliacdo do risco a saude humana decorrente de
acidentes com essa aranha é de suma importancia, ja que essa espécie é
sinantrépica e encontrada em Minas Gerais, bem como na regidao metropolitana
de Belo Horizonte (Ferreira et al., 2005; Machado et al., 2005a).

O primeiro passo foi a comparacao da peconha de L. similis com as
peconhas de aranhas Loxosceles de importancia médica no Brasil. O perfil
eletroforético da peconha de L. similis em SDS-PAGE mostrou proteinas com
massa aproximada de 5 a 140 kDa, bem similar ao perfil da peconha de L.
intermedia. Eletroforese em gel bidimensional apontou predominancia de
componentes com massa de 28 a 112 kDa, com valor de pl entre 4,0 e 7,0.
Porém, pontos com pl variavel e massa de 3 a 200 kDa também foram
visualizados. Em caracterizagdes imunolégicas, a peconha mostrou reatividade
cruzada com soros produzidos contra as peconhas de L. intermedia, L. gaucho
e L. laeta, bem como contra o soro anti-loxoscélico comercial (Silvestre et al.,
2005).

O mesmo trabalho mostrou que as atividades dermonecrética e
hemolitica da peconha de L. similis sao semelhantes as de L. intermedia. A
dose letal DLsy em camundongos foi de 0,32 mg/kg, indicando que a peconha
de L. similis € mais toxica a camundongos do que as pec¢onhas de L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta, segundo estudo de Barbaro & Mota (1995).
Foi detectada a presenca da bactéria Clostridium septicum nas presas da
aranha L. similis. Por fim, os autores clonaram uma toxina denominada LsD1
(L. similis dermonecrotic protein 1), que possui alta similaridade com a LiD1 de
L. intermedia (Silvestre et al., 2005).

Gomes et al. (2011) padronizaram um ensaio de determinagdo de
atividade de SMaseD utilizando lipossomas e observaram que a peconha de L.
similis possui atividade esfingomielindsica concentracdo-dependente menor
que a da peconha de L. intermedia, com perfil similar ao das peconhas de L.
gaucho e L. laeta.

Pereira et al. (2012) utilizaram a peconha de L. similis para padronizar
um novo método de investigacdo de mecanismos celulares e moleculares
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associados a lesao cutdnea. O modelo de implante de esponja em
camundongos foi capaz de detectar os efeitos causados pela peconha, como
infiltracdo de neutréfilos, edema, hiperemia, hemorragia, liberacdo de TNF-a e
VEGF.

Chatzaki et al. (2012) produziram em coelhos o soro especifico anti-L.
similis, que neutraliza a atividade esfingomielindsica da pegonha in vitro.
Ensaios de neutralizacdo in vivo em coelhos mostraram que a peconha de
aranha L. similis fémea, quando comparada a de macho, € mais potente para
induzir lesdo cutanea, além de proteger mais os animais quando utilizada na
imunizacdo. Esses resultados corroboram dados obtidos em outros trabalhos,
que apontam variagées intraespecificas de toxicidade de peconhas ligadas ao
sexo do animal (De Oliveira et al., 1999; Gongalves de Andrade et al., 1999).

Dando continuidade a esse Ultimo estudo, o presente trabalho
caracteriza a capacidade de neutralizacdo do soro anti-L. similis sobre os
efeitos dermonecréticos da peconha. Além disso, este trabalho investiga a

participacao do acido lisofosfatidico na fisiopatologia do loxoscelismo.
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2. JUSTIFICATIVA

Como a aranha L. similis ndo era comumente encontrada em ambiente
antropico, nao era estudada quanto ao risco a saude humana. No entanto,
atencao do meio cientifico tem sido voltada a essa espécie apos registros da
presenga dessa aranha em grutas turisticas e em residéncias, conferindo risco
potencial a atividade de turismo e a populacédo em regides metropolitanas como
a de Belo Horizonte.

Dessa forma, a caracterizacdo dessa peconha e do soro produzido
especificamente contra ela se faz necessaria. Além disso, como a pegconha de
L. similis possui perfil similar ao de peconhas de outras aranhas do género,
nosso grupo de pesquisa vem utilizando-a como ferramenta de investigacao do
mecanismo de acdo de peconhas de aranhas marrons, ainda ndo totalmente

elucidado.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Caracterizar a reatividade do soro especifico anti-L. similis e avaliar a
participacdo do LPA nos efeitos da peconha de L. similis e de uma proteina

dermonecrobtica.

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar a reatividade cruzada do soro anti-L. similis contra peconhas de
aranhas de importancia médica no Brasil;

= Avaliar a capacidade do soro anti-L. similis em neutralizar os efeitos da
peconha de L. similis quando injetada em pele de coelho;

= Expressar e purificar a toxina LiD1 ativa para ser utilizada nos
experimentos com a peconha de L. similis;

» Avaliar a participagéo do LPA na liberacao de mediadores inflamatdrios
induzida pela peconha de L. similis e pela recLiD1;

= Avaliar a participacdo do LPA na morte celular induzida pela pegonha de
L. similis e pela recLiD1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Drogas utilizadas

As peconhas de aranhas Loxosceles foram diluidas em tamp&o salina
fosfato 1X concentrado (PBS, Life Technologies Corporation, USA) ou em meio
de cultivo celular apropriado, nas concentracdes desejadas para o0s
experimentos.

As peconhas de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta utilizadas no ensaio
de reatividade cruzada foram gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Carlos
Chavez-Olértegui, do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
ICB/UFMG.

O soro anti-L. similis foi produzido anteriormente em nosso laboratério
pela pesquisadora Dra. Maria Chatzaki. Apesar de haver producédo separada
de soros contra peconhas de aranhas macho e fémea, no presente trabalho foi
utilizada apenas a mistura desses soros.

O acido lisofosfatidico (LPA) foi diluido em PBS 1X concentrado com
0,1% p/v de albumina de soro bovino (BSA), livre de acidos graxos, na
concentragdo estoque de 0,3 mM. LPA e BSA foram adquiridos da Sigma
(Sigma-Aldrich Co., USA). O antagonista de receptor para LPA Ki16425
(Cayman Chemical Company, USA) foi diluido em etanol na concentragao de
10 mg/mL para estoque. 1-oleoil-lisofosfatidilcolina (LPC, Sigma-Aldrich Co.,
USA) foi complexada com BSA livre de acidos graxos na concentragdo-estoque
de 20 uM em 10 mg/mL de BSA. O fator de necrose tumoral-a humano (TNF-q,
Sigma-Aldrich Co., USA) foi diluido em agua ultrapura (Phoneutria
Biotecnologia e Servigos LTDA, Brasil) na concentragdo-estoque de 10 ng/uL.
Estaurosporina foi diluida em dimetilsulféxido (DMSQO), ambos da Sigma
(Sigma-Aldrich Co., USA), na concentragdo-estoque de 1 mM. Todos os
estoques foram aliquotados e mantidos a -20°C. Posteriormente, foram diluidos
em PBS 1X concentrado (Life Technologies Corporation, USA) ou em meio de

cultivo celular apropriado, nas concentracdes desejadas para 0s ensaios.
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4.2. Animais

Aranhas L. similis foram coletadas em uma casa de campo em area do
municipio de Sabara e em lotes vagos no municipio de Marliéria, Minas Gerais.
Também houve coleta na Gruta da Lapinha (coordenadas geograficas
43°57°'W, 19933’S), localizada no Parque Estadual Sumidouro, municipio de
Lagoa Santa, Minas Gerais. Para coleta de aranhas L. similis, nosso grupo
possui licencas do Ministério do Meio Ambiente e do Instituto Estadual de
Florestas (IEF/MG). As aranhas foram identificadas segundo método descrito
por Gertsch (1967). Espécimes de L. similis foram depositados na coleg¢do do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG com os numeros UFMG 12170,
12171 e 12172.

Foram utilizados coelhos adultos fémeas da raca Nova Zeldndia, com
peso médio de 2,0 kg, provenientes da Fazenda da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento
de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG, em ciclos de claro-escuro, com livre
acesso a agua e racao.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, protocolos 276/2008 e
58/2012.

4.3. Obtencao da peconha bruta da aranha L. similis

Para obtencdo da peconha, foi realizada remocéo cirurgica da glandula
da aranha. As glandulas de diversas aranhas foram maceradas em agua ultra
pura grau biologia molecular (Phoneutria Biotecnologia e Servicos LTDA,
Brasil) e centrifugadas. O sobrenadante limpo foi coletado e estocado a -20°C

para uso posterior.

4.4. Quantificacao de proteinas

A quantificagdo de proteinas da peg¢onha bruta e da recLiD1 foi realizada
segundo método descrito por Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro
bovino (BSA, fracdo 5) como padrao de proteinas.
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4.5. Caracterizacao do soro anti-L. similis
4.5.1. Avaliacao de reatividade cruzada imunoldgica

A placa de ELISA (Becton, Dickinson and Company, USA) foi
sensibilizada com 5 yg/mL de antigenos (peconhas de L. similis, L. intermedia,
L. gaucho, L. laeta), diluidos em tampéao carbonato (15 mM de Na,CO3, 35 mM
de NaHCO3;, pH 9,6) com volume final de 100 uL por poc¢o, e incubada durante
16 horas a 4°C. A placa foi lavada quatro vezes com solug¢édo de lavagem para
ELISA (0,15 M de NaCl e 0,05% de Tween 20). Em seguida, a placa foi
bloqueada com 100 pyL de solugdo de bloqueio (2% de caseina em PBS) e
incubada a 37°C por 1 hora. Apds quatro lavagens com solucao de lavagem, a
placa foi incubada a 37°C por 1 hora com soro anti-L. similis e com soro
controle pré-imune, ambos diluidos (1:100, 1:800, 1:3200, 1:6400) em tampao
de incubagao (0,2% de caseina em PBS e 0,05% de Tween 20). A placa foi
lavada seis vezes com solugédo de lavagem e incubada a 37°C por 1 hora com
conjugado anti-lgG de coelho ligado a peroxidase (1:10000 em tampéao de
incubagéo). A placa foi novamente lavada seis vezes e em seguida foram
adicionados 100 uL por poco de solucédo de substrato [10 mL de tampé&o citrato
(50 mM de NaxHPO4, 24 mM de &cido citrico, pH da solug¢ao 5,0), 2 mg de orto-
fenilenodiamina (OPD), 2 uL de peroxido de hidrogénio]. A placa foi mantida ao
abrigo de luz por 20 minutos e a reacdo em cada poco foi interrompida com 20
ML de H.SO4 diluido a 1:20. Os valores de absorbancia foram determinados a
492 nm em leitor de ELISA (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.5.2. Neutralizacao in vivo: Analises histologicas

Coelhos receberam no dorso previamente depilado injegbes via
intradérmica (i.d.) de pegonha da aranha L. similis (3 pug) previamente incubada
por 1 hora a 37°C com 0,1 mL de soro anti-L. similis ou com 0 mesmo volume
de soro controle pré-imune. Como controle negativo, foi injetado via i.d. 0,1 mL
de PBS. Os animais foram sacrificados 2, 4 e 8 horas apds as injegoes.
Amostras de pele na area da injecdo foram coletadas para posterior analise
histolégica.
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As amostras de derme de coelho foram fixadas em formol tamponado a
10% pH 7,4 e processadas de acordo com procedimentos de rotina para
inclusédo em parafina. Posteriormente, foi realizada microtomia e cortes de 4 uM
de espessura foram estendidos em laminas de vidro para histologia. As
coloragoes utilizadas foram Hematoxilina-Eosina (HE), Tricromio de Masson e
Reticulina, as duas ultimas de acordo com instrugdes do fabricante (Easypath
Special Stain Kit, Brasil). As amostras de tecido fixado foram avaliadas em
microscépio de luz Olympus BX51 (Olympus America Inc., USA) no Laboratério
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da PUC-Minas, orientado pelo
Prof. Dr. Martinho Campolina Rebello Horta. Analises qualitativas avaliaram a
presenca de necrose, edema, hiperemia, hemorragia e trombose.

O infiltrado inflamatério presente na derme foi avaliado quantitativamente
por imagens obtidas por microscopia de luz. Primeiro, o melhor niumero de
campos foi previamente determinado apds a contagem de células inflamatérias
em 50 campos aleatérios, com célculo de desvio padrao, de acordo com Moro
et al. (2003). Assim, o numero total de células inflamatérias por campo foi
determinado por contagem em 30 campos por lamina. A morfometria foi
realizada utilizando-se o software Image-Pro Plus 5.0 (Media Cybernetics, MD,
USA), no Laboratério de Apoptose do Departamento de Patologia do

ICB/UFMG, orientado pela Profa. Dra. Luciana Moro.

4.6. Caracterizacao da peconha de L. similis: participacao do LPA nas
acoes da peconha de L. similis e da recLiD1
4.6.1. Expressao, purificacao e caracterizacao da recLiD1

A construcado recLiD1 em pET11a segundo Felicori et al. (2006) ja

estava disponivel em nosso laboratério, mantida em estoque a -80°C.

4.6.1.1. Sequenciamento de DNA para confirmacao do clone
Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se 200 ng de plasmideo,
0,5 yL de BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, USA), 1,6 pmol de um iniciador, 1,5 uL de
tampédo de sequenciamento BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, USA) e agua suficiente para 10 pyL. Essa reacao foi
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submetida ao termociclador Veriti (Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation, USA), no qual foi utilizado o programa padronizado para o
sequenciador 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Life Technologies
Corporation, USA): 96°C por 2 minutos, 44 ciclos a 96°C por 30 segundos
(rampa 1°C/seg), 50°C por 15 segundos (rampa 1°C/seg) e 60°C por 4 minutos,
mantendo depois a 4°C.

Apés a termociclagem, as reagdes foram precipitadas utilizando-se 1 L
de EDTA 125 mM, 1 pL de acetato de sédio 3 M e 25 pL de etanol absoluto. A
solucdo foi agitada e mantida a temperatura ambiente por 20 minutos. Em
seguida, a reacdo foi centrifugada a 3300 x g por 25 minutos a 25°C. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o precipitado foi lavado com 35 L
de etanol 70% e novamente centrifugado a 2000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente,
posteriormente ressuspendido em 15 pyL de formamida de Hi-Di e aplicado
no sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, USA).

4.6.1.2. Transformacao do plasmideo pET11a-LiD1 em Escherichia coli
BL21 (DE3) eletrocompetentes
O vetor pET11a contendo a sequéncia da LiD1 foi transformado em E.
coli linhagem BL21 (DE3) (Phoneutria Biotecnologia e Servigos LTDA, Brasil)
por eletroporacao. Bactérias eletrocompetentes, mantidas em estoque a -80°C,
foram descongeladas em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, 200 ng
do plasmideo foram incubados com 100 pL de bactérias eletrocompetentes E.
coli BL21 por 2 minutos no gelo, transferidos para uma cubeta de eletroporacao
estéril e submetidos a um pulso eletromagnético de 1800mV no eletroporador
de pulso Electroporator 2510 (Eppendorf, Alemanha). Apés o pulso, foi
adicionado as bactérias 1 mL de solucdo SOC (Phoneutria Biotecnologia e
Servigcos LTDA, Brasil) (20 mM de MgSQO4, 20 mM de glicose) e, apds a
homogeneizacao, incubou-se a solugdo a 37°C por 1 hora. A cultura bacteriana
foi novamente homogeneizada e 100 uL dessa suspensao foram espalhados
em uma placa de Petri com meio LB-Agar (10 g de NaCl, 10 g de bactotriptona,
5 g de extrato de levedura, 20 g de agar, agua destilada g.s.p. 1 L, pH 7,5)
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contendo 100 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C por 16

horas.

4.6.1.3. Expressao da LiD1 em E. coli BL21 (DE3) e lise bacteriana

Foi realizado um pré-in6culo a partir de uma coldnia individualizada
coletada na placa de Petri. Essa col6nia foi inoculada em 10 mL de meio 2xYT
(5 g de NaCl, 10 g de peptona, 5 g de extrato de levedura, agua destilada g.s.p.
1L, pH 7,5) contendo 100 pg/mL de ampicilina e incubada sob agitacao de 200
rpm por 16 horas a 37°C. Em seguida, 10 mL do pré-in6culo foram adicionados
a 1 L de meio 2xXYT com 100 pg/mL de ampicilina e esse meio foi entdo
mantido sob agitacdo de 200 rpm a 37°C até que se atingisse a densidade
Optica de cerca de 0,5 a 600 nm (Biotech Photometer, UK). No momento em
que a cultura atingiu essa densidade celular, foi feita a indugdo da expressao
da proteina recombinante por meio de adicao de IPTG na concentracéo final de
0,6 mM. Como controle, foi coletada uma aliquota da cultura antes da inducao
por IPTG. Nesse momento, a cultura passou a ser incubada a 25°C por 16
horas para aumentar a solubilidade da proteina recombinante.

Apés incubacdo, as bactérias foram centrifugadas a 7000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 40 mL de tampao de lise (50 mM NaH>PO,4, 300 mM NacCl).
A suspensao foi congelada em gelo seco e em seguida descongelada e o
extrato foi sonicado por 30 segundos a amplitude de 40%. Esse procedimento
foi repetido por mais quatro vezes para a completa lise bacteriana. Em seguida,
foi realizada uma centrifugacdo a 10000 x g por 30 minutos a 4°C para
obtengéo das fases soluvel e insollvel. O sobrenadante soltvel foi recolhido e
congelado a -80°C até as fases de purificagao.

4.6.1.4. Purificacao da recLiD1

Antes do fracionamento, o conteido do sobrenadante foi dividido em
microtubos e centrifugado duas vezes a 10000 x g por 30 minutos, a 4°C, para
eliminacdo mais aprimorada de impurezas da lise bacteriana. Depois, o liquido
foi filtrado em filtro de seringa com poro de 0,45 uM (EMD Millipore, MA, USA).
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Para o fracionamento da proteina LiD1 recombinante, utilizou-se
cromatografia liquida de fase reversa em sistema HPLC modelo Shimadzu
Prominence (Shimadzu Co., Japan), em duas etapas. Primeiro, o sobrenadante
(10 mg) foi diluido em 1 mL de &acido trifluoracético (TFA, Sigma-Aldrich Co.,
USA) 0,1% em agua pura e filtrada e aplicado na coluna semi-preparativa C4
(Grace Vydac, Inc., USA, dimensées 300 A, 12 ym, 10 x 250 mm), previamente
equilibrada com o mesmo solvente. A fase mével consistiu em TFA 0,1% em
acetonitrila grau HPLC previamente filtrada (ACN, Merck, Germany). O
gradiente utilizado foi de 0 a 100% de ACN (v/v) no intervalo de tempo entre 40
e 180 minutos. O fluxo foi de 5 mL por minuto. As amostras foram monitoradas
em absorbancias de 214 e 280 nm. As fragdes obtidas foram concentradas por
liofilizagdo e aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Dessa forma, a
fracdo contendo recLiD1 foi identificada.

Em uma segunda etapa, a fracdo que continha recLiD1 (1 mg) foi diluida
em 1 mL de acido trifluoracético (TFA) 0,1% em agua e aplicada na coluna
analitica C18 modelo Shim-pack VP-ODS (Shimadzu Co., Japan, dimensodes
120 A, 5 ym, 4,6 x 150 mm), previamente equilibrada com o mesmo solvente. A
fase movel consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado
foi de 33 a 45% de ACN (v/v) em 40 minutos. O fluxo foi de 1 mL por minuto.
As amostras foram monitoradas em absorbancia de 214 nm. As fracdes obtidas
foram concentradas por liofilizacdo e aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE.

Finalmente, a atividade dermonecrética da recLiD1 foi avaliada em
coelho e a massa molecular e o grau de pureza da proteina foram
determinados por espectrometria de massas. A toxina foi estocada a -20°C
para uso posterior.

Antes dos ensaios, foi acrescentado 5 mM de MgCl, a solucdo de

recLiD1, a fim de incrementar a atividade enzimatica.

4.6.1.5. Resolucao eletroforética em gel SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS-PAGE (Laemmli, 1970),
preparado em placas de vidro com dimensbées 10,0 x 8,0 x 0,2 cm com
espacadores de 1 mm. O gel de separacao era constituido de 12,5% (v/v) de
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uma solucdo de: acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8;
SDS 0,1% (p/v); 50 mM de persulfato de aménia (PSA) e 0,05% (v/v) de
TEMED. O gel de concentracao era constituido de 4% (v/v) de uma solucao de:
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 0,1% (p/v);
PSA 50 mM e TEMED 0,025% (v/v). As amostras (10 pg) foram misturadas ao
tampao de amostra desnaturante para SDS-PAGE 2X concentrado (100 mM de
Tris-HCI pH 6,8; 4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de B-
mercaptoetanol; 20% de Glicerol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas as
canaletas do gel.

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampdo de
eletroforese SDS-PAGE (0,3% Tris-HCI; 1,2% de glicina e 0,1% de SDS) a 120
V, 30 mA, durante aproximadamente 2 horas, até que o tampao da amostra
atingisse o final do gel. Apds a eletroforese, os géis foram revelados com a
solucao corante de Comassie Blue (0,25% de Comassie Blue, 45% de metanol,
9% acido acético glacial) por 20 minutos (a 25°C) e lavados em solucao
descorante (45% metanol e 9% acido acético glacial) até o desaparecimento da

coloracéo de fundo.

4.6.1.6. Espectrometria de massas

A andlise de espectrometria de massas foi realizada no Departamento
de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG. A amostra (1 uL) foi gotejada em
uma placa de amostras (MTP AnchorChip 600/384) e misturada com 0 mesmo
volume de uma solucdo de matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico, na
concentracao de 10 mg/mL em acetonitrila 50%/acido trifluoroacético 0,3%. Foi
utiizado um espectrobmetro de massas MALDI-TOF/TOF (Autoflex Il
Smartbeam, Bruker Daltonics, Germany), controlado pelo programa FlexControl
3.0 (Bruker Daltonics, Germany). O aparelho foi calibrado com padréao externo
e 0 espectro foi obtido em modo positivo/linear (Bruker Daltonics, Germany).
Os dados foram analisados no programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics,
Germany).
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4.6.1.7. Atividade dermonecrotica

A fim de verificar se a proteina recombinante LiD1 estava ativa durante
0s processos de expressdo e purificagdo, a capacidade de promover
dermonecrose em coelho foi avaliada de forma qualitativa. Para isso, 20 ug de
amostra foram diluidos em 0,1 mL de PBS 1X concentrado e injetados via i.d.
no dorso de coelhos, em local previamente depilado. Os animais foram
observados por 24 horas.

As amostras injetadas nos coelhos foram: controle negativo de cultura
bacteriana E. coli BL21 com inserto e sem inducao por IPTG, sobrenadante da

lise bacteriana e, por fim, proteina recombinante purificada.

4.6.2. Células e cultivo

Fibroblatos humanos (HFF-1, human foreskin fibroblast) foram
adquiridos do banco de células do Rio de Janeiro (Associagcdo Técnico
Cientifica Paul Ehrlich, UFRJ, Brasil), catdlogo numero BCRJ0275. As HFF-1
foram mantidas em garrafas de cultura de 75 cm? em meio DMEM High
Glucose (LGC Biotecnologia, Brasil) suplementado com 15% v/v de soro fetal
bovino (SFB), 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, todos da
Gibco (Life Technologies Corporation, USA).

Células endoteliais humanas (HUVEC, human umbilical vein endotelial
cells) foram adquiridas da Gibco (Life Technologies Corporation, USA),
catdlogo numero C-003-5C. As HUVECs foram mantidas em garrafas de
cultura de 75 cm?, em meio M200PRF, com suplemento LSGS (2% v/v de soro
fetal bovino, 1 pg/mL de hidrocortisona, 10 ng/mL de fator de crescimento
epidérmico humano, 3 ng/mL de fator de crescimento de fibroblasto, 10 pg/mL
de heparina), 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, todos da
Gibco (Life Technologies Corporation, USA).

As células foram mantidas em estufa Umida (Heal Force Bio-Meditech
Holdings Limited, China) contendo 5% de CO,, a 37°C. As culturas foram
observadas diariamente em microscopio Optico e repicadas utilizando-se
tripsina-EDTA (Life Technologies Corporation, USA) sempre que atingiram 80%

de confluéncia.
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4.6.3. Avaliacdo de viabilidade celular utilizando Alamar Blue®

O ensaio fluorimétrico/colorimétrico de Alamar Blue (Life Technologies
Corporation, USA) utiliza um indicador de crescimento baseado na detec¢éo de
atividade metabdlica. O sistema incorpora um indicador de oxidacao-redugao
(REDOX) que fluoresce e muda de cor em resposta a redugao quimica do meio
de crescimento a partir do metabolismo celular. Dessa forma, a atividade
metabdlica inata das células testadas promove reducdo quimica do Alamar
Blue. O crescimento continuado mantém o ambiente reduzido (indicador
REDOX fluorescente, vermelho), enquanto a inibicado do crescimento mantém o
ambiente oxidado (indicador REDOX nao fluorescente, azul) (Lancaster &
Fields, 1996).

As células HUVEC e HFF-1 foram coletadas dos frascos de cultura
utilizando-se tripsina-EDTA (Life Technologies Corporation, USA), que foi
posteriormente inativada com DMEM + 10% SFB. A suspensédo de células foi
centrifugada a 180 x g por 7 minutos e suspensa em meio de cultura
apropriado. Apdés a contagem em cé&mara de Neubauer, as células foram
inoculadas em meio de cultura na densidade de 10* células/poco em placas de
96 pocos e mantidas em estufa umida contendo 5% de CO,, a 37°C, por 24
horas.

As células receberam tratamento com peconha de L. similis ou com
recLiD1 nas concentragbes de 10, 20 e 50 pg/mL por intervalos de tempo de
12, 24 e 48 horas. Como controle positivo de viabilidade celular, foram
utilizadas células sem tratamento. Ja as células tratadas com o detergente
Triton X-100 serviram como controle de morte celular. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Apds o tempo de tratamento, foi acrescentado em cada
poco 10% v/v do reagente Alamar Blue. A placa de cultura foi novamente
incubada em estufa umida contendo 5% de CO,, a 37°C, por 4 horas.

Apbs o tempo de incubagao com o Alamar Blue, a placa foi levada a um
leitor automatico de microplacas (BioTek Instruments, Inc., USA) para leituras
de absorbancias a 570 e 600 nm.

Para calcular a diferenca percentual de redugdo do meio entre células
tratadas e controle nédo tratado (% de sobrevivéncia de células), foi realizado o
seguinte calculo, de acordo com instrucdes do fabricante:

45



Material e Métodos Capitulo 1

(€OX)A2 AAT - (eOX)A1 AA2 do teste
x100%
(eOX)A2 A°A1 - (€OX)A1 A°A2 do controle nao tratado

Sendo que:

A = absorbancia do poco teste

A° = absorbancia do poco de controle positivo de viabilidade (ndo tratado)
A1 =570nm

A2 = 600nm

eOX = coeficiente de extingao molar do Alamar Blue na forma oxidada
¢RED = coeficiente de extingdo molar do Alamar Blue na forma reduzida
570 nm: eRED 155,677; €OX 80,586

600 nm: eRED 14,652; cOX 117,216

4.6.4. Determinacao de atividade de fosfolipase D

A atividade de fosfolipase D da peconha de L. similis e da recLiD1 (5 e
10 pg/mL) foi determinada utilizando-se o Amplex® Red Phospholipase D
Assay Kit (Life Technologies Corporation, USA). A hidrélise da fosfatidilcolina
(lecitina) em colina e acido fosfatidico foi detectada indiretamente. A oxidacao
da colina tem como produto H>O,, que gera um produto fluorescente, a
resofurina, em contato com os reagentes do kit. Como controle positivo, foi
utilizado 10 uM de H>O.. Os reagentes do kit sem fosfatidilcolina foram usados
como controle negativo. As amostras foram analisadas em triplicata e a
fluorescéncia (excitagdo 560 nm, emissdao 590 nm) foi medida em leitor de
placas Cary Eclipse (Varian, Agilent Technologies, USA).

4.6.5. Liberacao de citocinas e quimiocinas

As células HFF-1 foram coletadas dos frascos de cultura utilizando-se
tripsina-EDTA (Life Technologies Corporation, USA), que foi posteriormente
inativada com DMEM + 10% SFB. A suspenséao de células foi centrifugada a
180 x g por 7 minutos e suspensa em meio de cultura apropriado. Apds a
contagem em camara de Neubauer, as células foram inoculadas em meio de
cultura na densidade de 2 x 10° células/poco em placas de 24 pocos e
mantidas em estufa Umida contendo 5% de CO,, a 37°C, por 24 horas.
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No dia seguinte, as células HFF-1 foram cuidadosamente lavadas trés
vezes com PBS e meio de cultura sem SFB e mantidas em estufa por mais 4
horas. O meio de cultura foi novamente trocado, sem SFB, e os tratamentos
em triplicata foram iniciados. O antagonista de receptor para LPA (LPA; e
LPA3) Ki16425 foi acrescentado na concentracao de 15 puM aos pogos que
deveriam receber tal droga e a placa foi incubada em estufa por 30 minutos.
Ap6s esse tempo, foram acrescentados aos devidos pocos: peconha de L.
similis 10 pg/mL, recLiD1 10 pg/mL, ambas pré-incubadas por 1 hora a 37°C
com lisofosfatidilcolina (LPC 10 puM, com albumina livre de &cidos graxos a 5
mg/mL), LPA 15 uM e TNF-a 10 ng/mL. Pogos com células n&o tratadas foram
mantidos como controle negativo. O tratamento apenas com LPC 10 uM
também foi utilizado como controle.

Apés os tratamentos, a placa foi mantida em estufa Umida, contendo 5%
de CO,, a 37°C. Depois de 12 horas de incubacdo, o meio de cultura de cada
poco foi retirado, transferido para microtubo e estocado a -80°C até a dosagem
de citocinas e quimiocinas.

Nesses ensaios, foram dosadas citocinas e quimiocinas humanas,
utilizando-se kits de ELISA especificos para IL-6, IL-8, IL-13, RANTES (todos
da Life Technologies Corporation, USA), CXCL1 (Abnova Corporation, Taiwan)
e CXCL2 (Immuno-Biological Laboratories Co., Japan). Os meios de cultura
das células estimuladas foram acrescentados em placas de ELISA previamente
tratadas com anticorpos especificos para citocinas e quimiocinas humanas e os

ensaios foram conduzidos de acordo com instru¢oes dos fabricantes.

4.6.6. Avaliacao de morte celular: apoptose e necrose

Uma caracteristica marcante de apoptose é a modificacdo da morfologia
celular. A fosfatidilserina (PS) é um fosfolipideo de membrana carregado
negativamente, normalmente presente na face interna da membrana de células
viaveis. Devido a modificacbes na membrana celular, a translocagdo do PS
para a superficie externa é um evento precoce de apoptose que serve como
sinal para ataque por células fagocitarias. A anexina V é uma proteina que
possui alta afinidade por membranas contendo PS. Dessa forma, € uma boa
ferramenta para avaliacdo quantitativa de células em estagios precoces e
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intermediarios de apoptose (Martin et al., 1995; Vermes et al., 1995; Casciola-
Rosen et al., 1996).

Na necrose, ou morte celular por supressdo metabdlica e lise, ocorre
tumefacdo de toda a célula e das respectivas organelas. E um processo
causado por permeabilizacdo precoce da membrana celular. Por isso, a
necrose € facilmente detectada in vitro por um marcador que se liga ao DNA da
célula, como o 7-aminoactinomicina D (7-AAD). Assim, células viaveis e em
estagios precoces e intermediarios de apoptose, ainda metabolicamente ativas,
nao permitem a entrada do 7-AAD. Ja células em estagio tardio de apoptose,
que perdem a integridade da membrana celular, sdo duplamente marcadas por
anexina V e 7-AAD (Majno & Joris, 1995).

Para esse ensaio, as células HUVEC e HFF-1 foram coletadas dos
frascos de cultura utilizando-se tripsina-EDTA (Life Technologies Corporation,
USA), que foi posteriormente inativada com DMEM + 10% SFB. A suspensao
de células foi centrifugada a 180 x g por 7 minutos e suspensa em meio de
cultura apropriado. Apés a contagem em cé&mara de Neubauer, as células
foram inoculadas em meio de cultura na densidade de 10° células/poco em
placas de 24 pocos e mantidas em estufa umida contendo 5% de CO,, a 37°C,
por 24 horas.

No dia seguinte, o meio de cultura foi trocado e os tratamentos em
triplicata foram iniciados. O antagonista de receptor para LPA (LPA; e LPA3)
Ki16425 foi acrescentado na concentracdo de 15 uM aos pogos que deveriam
receber tal droga e a placa foi incubada em estufa por 30 minutos. Apds esse
tempo, foram acrescentados aos devidos pocos: LPA 15 uM, peconha de L.
similis 10 ug/mL e recLiD1 10 pg/mL, as duas ultimas pré-incubadas por 1 hora
a 37°C com lisofosfatidilcolina (LPC 10 pM, com albumina livre de &cidos
graxos a 5 mg/mL). Pogos com células ndo tratadas foram mantidos como
controle negativo. O tratamento apenas com LPC 10 puM também foi utilizado
como controle.

A placa foi mantida em estufa Umida, contendo 5% de CO,, a 37°C por
48 horas. Estaurosporina 2 uM em tratamento de 4 horas foi utilizada como

controle positivo de apoptose.

48



Material e Métodos Capitulo 1

Apbs o tempo de incubacgao, as células foram coletadas por tripsinizacao
e centrifugadas por 5 minutos a 400 x g. Apdés lavagem com PBS 1X
concentrado, as células foram suspensas em 500 yL de tampao de ligacao
(Enzo Life Sciences Inc., USA). Como controle positivo de necrose, células em
suspensdo nao tratadas foram incubadas com 10% de metanol grau HPLC
(Merck, Germany) por 30 minutos no gelo. Foram acrescentados as células
suspensas em tampéao de ligacao 5 pyL de 7-AAD e 5 uL de anexina V-Cy3
(Enzo Life Sciences Inc., USA). Aos controles de necrose e apoptose foram
adicionados apenas o devido marcador. Seguiu-se incubagao por 15 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram imediatamente
submetidas a andlise por citometria de fluxo (FACScan, Becton Dickinson and
Company, USA), utilizando-se o canal FL2 para detec¢ao de anexina V-Cy3 e o
canal FL3 para deteccao de 7-AAD. Primeiro, os parametros de leitura foram
compensados com 0s controles positivos e negativos. Depois, as marcagdes
das amostras tratadas foram lidas. O programa FlowdJo (Tree Star Inc., USA) foi
utilizado para analise dos dados e determinacdo da porcentagem de células
marcadas com anexina V-Cy3, 7-AAD ou duplo-marcadas.

4.6.7. Analise estatistica

Todos os parametros avaliados foram representados como média * erro
padrao da média (EPM).

O teste ANOVA Two-way, seguido do teste de Bonferroni, foi utilizado
para a comparacao entre as médias de valores distintos de um grupo e as
médias de valores de um segundo grupo. Valores de P<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os célculos e anélises estatisticas
foram realizados utilizando-se o programa Graph Pad Prism 4.0 (GraphPad
Software, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao do soro anti-L. similis
5.1.1. Avaliacao de reatividade cruzada imunolégica

O soro produzido especificamente contra a peconha da aranha L. similis
mostrou forte reatividade cruzada contra as peconhas de outras espécies de
aranhas Loxosceles de importancia médica no Brasil.

A figura 5 mostra a titulacao do soro anti-L. similis (1:100, 1:800, 1:3200,
1:6400) em placas de ELISA sensibilizadas com as peconhas de L. similis, L.

intermedia, L. gaucho e L. laeta.
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Figura 5: Reatividade do soro anti-L.similis contra as peconhas de L. similis, L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta. O soro pré-imune de coelho foi utilizado como
controle negativo. A placa de ELISA foi sensibilizada com pegonhas de L.
similis, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (5 pg/mL). O grafico mostra os
valores de absorbancia a 492 nm obtidos da titulacdo do soro anti-L. similis nas
diluicbes 1:100, 1:800, 1:3200 e 1:6400. Os valores representam média + EPM
de trés ensaios.

5.1.2. Neutralizacao in vivo: Anadlises histologicas
Andlises histolégicas de pele de coelho apdés injecéo i.d. da peconha de
L. similis (3 ug), previamente incubada com soro pré-imune, mostraram denso

infiltrado inflamatério na derme, com numerosos neutréfilos e alguns
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eosindfilos. A peconha também induziu edema, hiperemia, hemorragia e
trombose (Figura 6).

- =

Figura 6: Andlise em microscopia de luz de cortes de pele de coelho corados
com Tricrdbmio de Masson (aumento de 200X). Visao geral de reacao
inflamatéria da derme observada 4 horas apés inje¢ao intradérmica de 3 ug da
peconha de L. similis previamente incubada com soro pré-imune. A seta preta
aponta para vaso sanguineo hiperemiado.

O acumulo de células inflamatorias ja foi observado no primeiro intervalo
de tempo analisado, 2 horas ap6s a administracdo da peconha, e continuou
apds 4 e 8 horas (Figura 7C, E, G). A contagem dessas células em campos
aleatorios aponta que o infiltrado inflamatério foi significativamente maior 8
horas apds a injecdo de peconha quando comparado aos tempos de 2 e 4
horas. Nao houve diferenca estatistica na quantidade de células entre 2 e 4
horas (Figura 8).
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Figura 7: Andlise em microscopia de luz de cortes de pele de coelho corados
com Hematoxilina-Eosina (aumento de 400X). A administracdo de PBS foi
realizada como controle (A, B). As setas pretas apontam denso infiltrado
inflamatério 2, 4 e 8 horas apds injegcao intradérmica de 3 ug da pecgonha de L.
similis com soro pré-imune (C, E, G, respectivamente). A peconha causou
degeneracdo e necrose musculares (setas brancas) dentro de 8 horas (G). A
pré-incubacdo da pegonha com soro anti-L. similis reduziu de forma
significativa o infiltrado inflamatério apés 2, 4 e 8 horas (D, F, H,
respectivamente), por comparacao aos mesmos periodos de a¢do da pegonha
com soro pré-imune. Adicionalmente, o soro especifico preveniu degeneracao
e necrose musculares (H). Notas: M = musculo; V = vaso.
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Figura 8: Contagem de células inflamatérias por campo em laminas de cortes
de pele de coelho 2, 4 e 8 horas apds administragdo intradérmica de 3 ug da
peconha de L. similis (L.s.) pré-incubada com soro pré-imune ou com soro anti-
L. similis. Os valores representam a média + EPM da contagem em 30 campos.
*P<0,05 (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni).

A coloracdo com Tricrbmio de Masson evidenciou a dissociagcdo de
fibras coldgenas na derme provocada pela peconha de L. similis. Tal efeito é
observado predominantemente 8 horas apés a administracdo da peconha
incubada anteriormente com soro pré-imune (Figura 9C, E, G).

A peconha de L. similis promoveu degeneragao e necrose musculares
em foliculos pilosos e no tecido subcutdneo 8 horas apdés a administracao
(Figura 7G). A coloragao de reticulina evidenciou como agdo da pegonha o
rompimento das fibras reticulares, que servem como uma rede de suporte as
células musculares e as células da derme (Figura 10B).

A pré-incubagao com o soro anti-L. similis neutralizou consideravelmente
os efeitos da peconha em pele de coelho. Comparando-se os efeitos da
peconha com soro controle pré-imune versus soro especifico, as figuras 7, 8 e
9 mostram que o soro anti-L. similis reduziu de forma significativa o infiltrado
inflamatério em todos os tempos de tratamento. Ademais, o soro especifico
contra a peconha preveniu degeneracado e necrose musculares (Figura 7H) e a
extensdo do edema na derme (Figura 9H). Por fim, a figura 10C destaca que as
fibras reticulares foram preservadas quando a peconha foi inoculada com o

soro especifico.
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Figura 9: Andlise em microscopia de luz de cortes de pele de coelho corados
com Tricrobmio de Masson (aumento de 400X). A administracdo de PBS foi
realizada como controle (A, B). Além do denso infiltrado inflamatério (setas
pretas), a dissociacdo de fibras colagenas na derme ocorreu 2, 4 e 8 horas
apos injecao intradérmica de 3 ug da pegonha de L. similis com soro pré-imune
(C, E, G, respectivamente). As setas alaranjadas evidenciam o edema
marcante observado em 8 horas (G). A pré-incubagdo da peconha com soro
anti-L. similis reduziu de forma significativa o infiltrado inflamatério e o edema
apoés 2, 4 e 8 horas (D, F, H, respectivamente), por comparacdo aos mesmos
periodos de acdo da pegonha com soro pré-imune. Notas: fibras colagenas
estao coradas em azul; V = vaso.
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Figura 10: Analise em microscopia de luz de cortes de pele de coelho corados
com Reticulina (aumento de 400X). A administracdo de PBS foi realizada como
controle (A). As setas vermelhas apontam para as fibras reticulares,
circundando o musculo subcutaneo, cuja ruptura pode ser observada 8 horas
apoés injecao intradérmica de 3 ug da peconha de L. similis com soro pré-imune
(B). A pré-incubagédo da pegonha com soro anti-L. similis preservou as fibras
reticulares apos 8 horas (C). Notas: fibras reticulares estdo coradas em preto;
M = musculo.
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5.2. Caracterizacao da peconha de L. similis: participacao do LPA nas
acoes da peconha de L. similis e da recLiD1
5.2.1. Expressao, purificacao e caracterizacao da recLiD1

Apbs o sequenciamento do clone contendo a LiD1, foi realizado um
consenso das sequéncias, utilizando-se iniciadores diretos e reversos. A
sequéncia consenso foi analisada no banco de dados Blast e apresentou 100%
de similaridade e identidade (E value = 0) com a sequéncia de LiD1
depositada.

O gel de eletroforese da figura 11 mostra a proteina recombinante LiD1
apos expressao e lise bacteriana. A maior quantidade de proteina, visualizada
na banda de aproximadamente 35 kDa, encontrava-se no precipitado, na forma
de corpos de inclusdo. Contudo, o sobrenadante soluvel continha quantidade
de proteina recombinante suficiente para purificacdo. Dessa forma, o
sobrenadante foi escolhido para utilizacdo nas etapas seguintes devido a maior
facilidade de manipulacao.

kDa

100
70 |

55
40

35 [ ‘ﬁ ——

25

15 [ S

-
BL21- BL21+ sob. insol.

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. A primeira canaleta
€ 0 padrdo de massa molecular pré-corado (Thermo Fischer Scientific, Inc.,
USA). A segunda e a terceira canaletas mostram, respectivamente, cultura de
bactéria E. coli BL21 (DE3) com inserto sem inducdo da expressao (BL21-) e
apos 16 horas de inducao por IPTG (BL21+). A quarta e a quinta canaletas
contém, respectivamente, a fracdo soluvel (sob.) e a fracao insoluvel (insol.) de
recLiD1 obtidas ap6s a lise bacteriana. As amostras foram aplicadas na
quantidade de 10 pg.
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Assim, a fragdo soluvel presente no sobrenadante apés lise bacteriana
foi submetida a cromatografia de fase reversa em coluna semi-preparativa C4,
a fim de separar a proteina do extrato bacteriano. A figura 12 mostra o perfil
cromatografico do sobrenadante.

A fracdo da primeira etapa de cromatografia, na qual foi identificada a
recLiD1 em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, foi submetida a nova etapa de
fracionamento. A figura 13 mostra o perfil cromatografico da recLiD1 em coluna
analitica C18.
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Figura 12: Perfil cromatografico do sobrenadante da lise bacteriana em coluna
semi-preparativa C4. O sobrenadante (10 mg) foi diluido em 1 mL de acido
trifluoracético (TFA) 0,1% em agua e aplicado na coluna previamente
equilibrada com o mesmo solvente. A fase mével consistiu em TFA 0,1% em
acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi de 0 a 100% de ACN (v/v) no
intervalo de tempo entre 40 e 180 minutos. O fluxo foi de 5 mL por minuto. As
amostras foram monitoradas em absorbancias de 214 nm (linha rosa) e 280 nm
(linha verde). A seta azul destaca a fragdao que contém a recLiD1.
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Figura 13: Perfil cromatografico da recLiD1 em coluna analitica C18. A fracdo
contendo a recLiD1 (1 mg) foi diluida em 1 mL de acido trifluoracético (TFA)
0,1% em agua e aplicada na coluna previamente equilibrada com o mesmo
solvente. A fase movel consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O
gradiente utilizado foi de 33 a 45% de ACN (v/v) em 40 minutos. O fluxo foi de
1 mL por minuto. As amostras foram monitoradas em absorbancia de 214 nm
(linha rosa). A seta azul destaca a fragdo que contém a recLiD1 (A).

A figura 14A apresenta o perfil de separacdo em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE do sobrenadante da lise bacteriana e das fragdes obtidas nas duas
etapas de fracionamento. Para confirmar a purificagdo da recLiD1, analisamos
tal proteina por espectrometria de massas. O espectro revela um componente
de alto grau de pureza, com massa molecular aproximada de 32,4 kDa (Figura
14B).

A dosagem pelo método de Bradford da recLiD1 purificada em coluna
C18 mostrou um rendimento aproximado de 8,5 mg de recLiD1 por litro de
cultura expressa.
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Figura 14: Andlise de recLiD1 em gel de poliacrilamida e espectrometria de
massas. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. A primeira canaleta
mostra o padrdo de massa molecular pré-corado (Thermo Fischer Scientific,
Inc., USA). Nas canaletas seguintes, foram aplicados 10 pug de sobrenadante
da lise bacteriana (sob.), fracao obtida de cromatografia em coluna C4 e fracao
obtida na segunda etapa de cromatografia em coluna C18. (B) Espectro de
massas da recLiD1, revelando uma proteina com massa aproximada de 32,4
kDa.
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Finalmente, a atividade dermonecrética da recLiD1 foi avaliada em
coelho. As fotos da figura 15 mostram os efeitos, apds injecao intradérmica em
pele de coelho, da recLiD1 purificada (C), bem como do controle negativo (A) e
do sobrenadante da lise bacteriana contendo a recLiD1 (B). Por meio desse
ensaio, verificou-se que a proteina recLiD1 expressa e purificada estava ativa
quanto ao efeito necrético em pele de coelho.

Figura 15: Atividade dermonecrética em coelho. Para avaliar a atividade
dermonecrética durante os processos de expressao e purificacao da recLiD1,
20 pg de controle de bactéria E. coli BL21 com inserto € sem indugéo por IPTG
(A), sobrenadante da lise bacteriana contendo recLiD1 (B) e recLiD1 purificada
(C) foram diluidos em 0,1 mL de PBS 1X e injetados via i.d. no dorso de
coelhos, em local previamente depilado. Os animais foram observados por 24
horas.

5.2.2. Avaliacdo de viabilidade celular utilizando Alamar Blue®

Os efeitos da peconha bruta de L. similis e da proteina recLiD1 sobre a
viabilidade celular de HFF-1 e HUVEC, nas concentracdes de 10, 20 e 50
ug/mL, foram determinados ap6s incubacgao por 12, 24 e 48 horas. Os graficos
da figura 16 representam a porcentagem de sobrevivéncia de células diante de
cada tratamento.

Pelo método utilizado, observou-se que a acdo da peconha nas células
foi mais acentuada do que a acao da recLiD1. Os efeitos nocivos a viabilidade
celular foram crescentes com a concentracdo utilizada e com o tempo de
incubacao das células tratadas.
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Figura 16: Viabilidade celular com indicador Alamar Blue. Porcentagem de
sobrevivéncia de células HFF-1 (A) e HUVEC (B) apds tratamento com
peconha de L. similis (L.s.) ou recLiD1 (ambas a 10, 20 e 50 ug/mL) por 12, 24
ou 48 horas. Células nao tratadas representam o controle positivo de
viabilidade celular. Células tratadas com o detergente Triton X-100 sdo o
controle negativo para viabilidade. Os valores representam a média + EPM de
trés experimentos.
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5.2.3. Determinacao de atividade de fosfolipase D

A fim de verificar a acao de fosfolipase D da peconha bruta de L. similis
e da recLiD1, ambas foram incubadas com fosfatidilcolina, nas concentracdes
de 5 e 10 pg/mL. A figura 17 apresenta a intensidade de fluorescéncia da
reacdo de deteccao indireta da hidrélise de fosfatidilcolina. Atividades de
fosfolipase D foram observadas tanto para peconha bruta quanto para recLiD1,

sendo que a primeira foi mais intensa.
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Figura 17: Determinacao da atividade de fosfolipase D da pegconha de L. similis
(L.s.) e da recLiD1 (5 e 10 pg/mL) utilizando-se o kit Amplex® Red
Phospholipase D Assay (Life Technologies Corporation, USA). A hidrélise da
fosfatidilcolina (lecitina) em colina e 4&cido fosfatidico foi detectada
indiretamente por geracdo de H>O, proveniente da oxidacao da colina. Como
controle positivo, foi utilizado 10 uM de H.O,. Os reagentes do kit sem
fosfatidilcolina foram usados como controle negativo. A intensidade de
fluorescéncia foi determinada (excitacdo 560 nm, emissao 590 nm). Os valores
representam a média £ EPM de trés experimentos.

5.2.4. Liberacao de citocinas e quimiocinas
Em células HFF-1, os tratamentos de 12 horas com peconha de L.
similis e com recLiD1 a 10 pg/mL promoveram liberacdo significativa das
citocinas e quimiocinas IL-6, IL-8, CXCL-1 e CXCL-2, em comparagdo com as
células nao tratadas (Figura 18). No entanto, a peconha e a recLiD1 nao
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induziram aumento dos niveis de IL-1B e RANTES no meio. O valor médio de

leitura para LPC apenas foi descontado nas leituras de peconha e de recLiD1.

O controle TNF-a 10 ng/mL promoveu intensa liberacdo das citocinas e

quimiocinas dosadas (dados ndo mostrados).
O co-tratamento das células com 15 pyM de Ki16425, antagonista de

receptor para LPA (LPAs e LPA3), inibiu significativamente a liberacdo de IL-6,
IL-8, CXCL1 e CXCL2 induzida pela peconha de L. similis e pela recLiD1
(Figura 18). Os mesmos resultados foram obtidos com o controle LPA 15 puM,

sendo que o Ki16425 inibiu o efeito do LPA (dados ndo mostrados).
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Figura 18: Dosagens em pg/mL das citocinas/quimiocinas IL-6 (A), IL-8 (B),
CXCL1 (C) e CXCL2 (D) apds incubacéao de células HFF-1 por 12 horas com
peconha de L. similis (L.s. 10 pg/mL) ou recLiD1 (10 pg/mL), ambas pré-
incubadas com lisofosfatidilcolina (LPC 10 pM, com 5 mg/mL de albumina livre
de acidos graxos) por 1 hora a 37°C, com ou sem Ki16425 15 uM. Células nao
tratadas foram utilizadas como controle negativo. As dosagens foram
realizadas usando kits de ELISA especificos para citocinas e quimiocinas
humanas. Os valores representam a média + EPM de trés experimentos.
*P<0,05 comparado ao grupo controle; *P<0,05 comparado ao grupo estimulo
com L.s. e recLiD1 (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni).
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5.2.5. Avaliacao de morte celular: apoptose e necrose

Apo6s a incubagdo de HFF-1 com diferentes tratamentos, as células
foram marcadas com Anexina V-Cy3 e com 7-AAD e aplicadas em citémetro de
fluxo para avaliacdo de morte celular por apoptose e necrose.

Em tratamento de 48 horas, observou-se que a peconha de L. similis e a
recLiD1, ambas na concentracdo de 10 pug/mL, provocaram morte celular em
HFF-1, principalmente por apoptose em estagio inicial, representada em
marcacao por Anexina V-Cy3 (Figura 19A, quadros B e C). No entanto, o LPA a
15 uM nao promoveu efeito nocivo as células apéds incubagdo por 48 horas
(Figura 19A, quadro D). O tratamento apenas com LPC também né&o foi nocivo
as células (dados nao mostrados).

Dessa forma, a pré-incubacao das células com o antagonista de receptor
para LPA (LPA; e LPA3) Ki16425 15 uM néao alterou os efeitos apoptéticos
promovidos tanto pela peconha de L. similis como pela recLiD1 (10 pg/mL)
apos 48 horas de incubacgéao (Figura 19B).
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Figura 19: Morte celular de HFF-1 por apoptose e necrose. (A) Gréficos de
pontos representativos de células coradas com Anexina V-Cy3 e 7-AAD. O
canal FL2 (eixo horizontal) do citdmetro de fluxo detecta Anexina V-Cy3 e o
canal FL3 (eixo vertical) detecta 7-AAD. Assim, o quadrante Q4 representa
células ndo marcadas, Q1 € marcagdo com 7-AAD, Q3 é marcagdo com
Anexina V-Cy3 e Q2 é dupla marcagao. As células HFF-1 foram incubadas por
48 horas com peconha de L. similis 10 pg/mL (quadro B), recLiD1 10 pg/mL
(quadro C) (ambas pré-incubadas com lisofosfatidilcolina, LPC 10 puM, com
albumina livre de acidos graxos 5 mg/mL por 1 hora a 37°C) ou LPA 15 uM
(quadro D). Células nao tratadas foram usadas como controle negativo (quadro
A). (B) Porcentagem de células HFF-1 marcadas com Anexina V-Cy3 e/ou com
7-AAD ap6s 48 horas de incubacao com peconha de L. similis 10 pg/mL,
recLiD1 10 pg/mL, ambas pré-incubadas com lisofosfatidilcolina (LPC 10 pM,
com albumina livre de &cidos graxos a 5 mg/mL) por 1 hora a 37°C, ou LPA 15
UM, com ou sem pré-incubagcédo com Ki16425 15 uM. Os valores representam a
média £ EPM de trés experimentos.
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Como o LPA pode ser um fator apoptoético ou de sobrevivéncia celular,
dependendo do tipo de células (Ye et al., 2002), o mesmo protocolo foi aplicado
utilizando-se células endoteliais humanas. Em HUVEC, os mesmos resultados
obtidos com HFF-1 foram observados (Figura 20). O antagonista de receptor
para LPA (LPA; e LPA3), Ki16425 15 uM, nao alterou os efeitos apoptéticos
promovidos in vitro tanto pela peconha de L. similis como pela recLiD1 (10
Hg/mL) ap6s 48 horas de incubacao (Figura 20B).
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Figura 20: Morte celular de HUVEC por apoptose e necrose. (A) Graficos de
pontos representativos de células coradas com Anexina V-Cy3 e 7-AAD. O
canal FL2 (eixo horizontal) do citdmetro de fluxo detecta Anexina V-Cy3 e o
canal FL3 (eixo vertical) detecta 7-AAD. Assim, o quadrante Q4 representa
células ndo marcadas, Q1 € marcagdo com 7-AAD, Q3 é marcagdo com
Anexina V-Cy3 e Q2 é dupla marcacao. As células HUVEC foram incubadas
por 48 horas com peconha de L. similis 10 pg/mL (quadro B), recLiD1 10 pg/mL
(quadro C) (ambas pré-incubadas com lisofosfatidilcolina, LPC 10 puM, com
albumina livre de acidos graxos 5 mg/mL por 1 hora a 37°C) ou LPA 15 yM
(quadro D). Células nao tratadas foram usadas como controle negativo (quadro
A). (B) Porcentagem de células HUVEC marcadas com Anexina V-Cy3 e/ou
com 7-AAD apéds 48 horas de incubacdo com peconha de L. similis 10 pg/mL,
recLiD1 10 pg/mL, ambas pré-incubadas com lisofosfatidilcolina (LPC 10 pM,
com albumina livre de &cidos graxos a 5 mg/mL) por 1 hora a 37°C, ou LPA 15
UM, com ou sem pré-incubagcdo com Ki16425 15 uM. Os valores representam a
média £ EPM de trés experimentos.
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6. DISCUSSAO

As aranhas sado animais que fascinam a humanidade ha séculos,
intrigando alguns e causando medo em outros. H4 um mito, surgido nas ultimas
décadas, de que acidentes com varias espécies de aranhas provocam
ulceracdo necrotica. Na verdade, apenas algumas espécies podem causar
esse tipo de acidente, sendo que aranhas do género Loxosceles sao as
principais (Isbister, 2004; Isbister & Fan, 2011). Em paises onde a incidéncia de
loxoscelismo é baixa, profissionais da saude podem super ou subnotificar os
casos, atribuindo, por exemplo, a lesdo dermonecrética a outras condigdes
clinicas (Vetter, 2009). Mesmo no Brasil, onde aranhas do género Loxosceles
sdo endémicas em algumas regides, o diagnostico de loxoscelismo é
dificultado pela nao identificacdo do animal, j& que a picada é indolor, bem
como pela auséncia de teste para diagnostico conclusivo (Malaque et al.,
2011).

O Parani é o estado brasileiro com o maior numero de casos de
loxoscelismo. Na regido metropolitana de Curitiba, os acidentes notificados
anualmente ultrapassam o numero de 2000, com surtos em alguns anos, como
de 2001 a 2004, com média de 3550 acidentes e, em 2007, com 4764 registros
(Ministério da Saude, Sinan, 2012). Nessa cidade, a espécie L. intermedia é
predominante, seguida de L. laeta. A espécie L. gaucho € também encontrada
nos estados do Parana e de Sao Paulo (Marques-da-Silva & Fischer, 2005;
Malaque et al., 2011). As trés espécies citadas possuem elevada capacidade
de adaptacdo ao ambiente intradomiciliar (Gertsch, 1967; Machado et al.,
2005a), estdo presentes nas regides do Brasil que registram os maiores
nameros de acidentes e sao, dessa forma, consideradas de importancia
médica no pais. Por esse motivo, sdo as aranhas marrons mais estudadas nos
trabalhos cientificos da area.

A espécie L. similis € abundante em areas naturais do Para, Bahia,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo, principalmente no interior de
grutas (Trajano & Gnaspini-Netto, 1990; Ferreira et al., 2000, 2005; Andrade et
al., 2001). Em Minas Gerais, nossa equipe ja coletou espécimes dessa aranha,
antes conhecida por nao habitar ambientes antrépicos, em casa de campo no
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municipio de Sabara, em lotes vagos no municipio de Marliéria e na Gruta da
Lapinha, na regidao arqueolégica de Lagoa Santa, que recebe grande
quantidade de turistas. A partir da constatacdo da presenca dessa espécie em
grutas turisticas nos arredores de Belo Horizonte, bem como em residéncias
dessa cidade (Machado et al., 2005a), nosso grupo de pesquisa vem buscando
caracterizar a peconha de L. similis. E necessario conhecer o perfil bioquimico
e farmacoldgico dessa peconha, até entdo pouco estudada, e avaliar se as
intervengbes clinicas padronizadas no Brasil sdo aplicaveis em casos de
acidentes com essa aranha. Tais trabalhos sdo de suma importancia para o
estado de Minas Gerais e para Belo Horizonte, pois reunem informacgdes
relevantes para os profissionais de saude, principalmente caso haja um surto
de loxoscelismo na regido. Desde 2007, o numero de casos de loxoscelismo
registrados na regido metropolitana de Belo Horizonte vem aumentando
(Ministério da Saude, Sinan, 2012).

Silvestre et al. (2005) mostraram que a peconha de L. similis € composta
por proteinas de 5 a 140 kDa, com perfil semelhante ao da pegonha de L.
intermedia em SDS-PAGE. A peconha de L. similis possui reatividade cruzada
com soros especificos contra peconhas de outras espécies do género. E capaz
de induzir dermonecrose em coelhos, morte em camundongos e lise em
eritrécitos humanos. Chatzaki et al. (2012) produziram em coelhos o soro
especifico anti-L. similis, que neutraliza a atividade esfingomielindsica da
peconha in vitro e a dermonecrose em coelhos in vivo. No presente trabalho,
por meio de analises histologicas, avaliamos os efeitos da pegconha em pele de
coelho. Além disso, investigamos a capacidade do soro anti-L. similis em
neutralizar a lesdo dermonecrética, além da reatividade imunolégica com
outras pegonhas.

Nossos resultados mostraram que o0 soro anti-L. similis possui
reatividade cruzada com peconhas das aranhas L. intermedia, L. gaucho e L.
laeta (Figura 5). Silvestre et al. (2005) testaram a reatividade cruzada da
peconha de L. similis com o soro anti-L. intermedia e com anticorpos IgG anti-L.
laeta e anti-L. gaucho e observaram que a peconha reagiu melhor com o0s
anticorpos anti-L. gaucho. Neste trabalho, observou-se alta reatividade entre o
soro anti-L. similis e a peconha de L. gaucho (Figura 5). Isso ocorre porque as
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aranhas L. similis e L. gaucho pertencem ao mesmo grupo, denominado
gaucho, e podem por isso apresentar maior semelhanca entre os epitopos.

A reatividade imunoldgica cruzada € descrita em alguns trabalhos com
peconhas de aranhas Loxosceles. O estudo de Gomez et al. (2001) utilizou
fracdo de IgG total contra as pegonhas de L. deserta e L. reclusa e mostrou
reatividade antigénica cruzada entre essas peg¢onhas. Em um estudo
comparativo mais amplo, Barbaro et al. (2005) observaram forte reatividade
antigénica cruzada entre as peconhas de L. intermedia, L. gaucho, L. laeta, L.
deserta e L. reclusa e os soros comerciais anti-loxoscélico e anti-aracnidico. Os
titulos em ELISA do soro anti-aracnidico foram em geral 1 a 2 vezes menores
do que os titulos do soro anti-loxoscélico, exceto para L. laeta, para a qual foi
significativamente 8 vezes menor. Utilizando Western Blotting, os autores
detectaram forte reconhecimento de ambos os soros a proteinas com massa
abaixo de 31,8 kDa, entre 32 e 35 kDa e de 89 a 210 kDa. No trabalho de
Silvestre et al. (2005), o soro comercial anti-loxoscélico reconheceu as
peconhas de L. similis, L. gaucho, L. laeta e L. intermedia de forma
semelhante. O soro especifico anti-L. intermedia ligou-se a proteinas com
massa entre 32 e 43 kDa da peconha de L. similis. Os antigenos localizados
entre 32 e 35 kDa na separacao por SDS-PAGE, com acdo dermonecrotica,
sdo 0s componentes mais imunogénicos das peconhas de aranhas Loxosceles
(Barbaro et al., 1994).

Sabendo-se que a pegonha de L. similis causa lesao dermonecrética em
coelhos, decidimos aprofundar o estudo desse efeito por meio de andlises
histoldgicas. Os resultados apontaram que a inje¢cdo da peconha de L. similis
promoveu denso infiltrado inflamatério na derme, com numerosos neutréfilos e
alguns eosinofilos. A pegonha também induziu edema, hiperemia, hemorragia e
trombose (Figura 6). O acumulo de leucocitos polimorfonucleares foi evidente
desde o primeiro intervalo de tempo analisado, 2 horas, e mostrou-se mais
intenso apo6s 8 horas da administracdo da peconha (Figura 8). Sabe-se que o
recrutamento de leucocitos € um mecanismo chave para o desenvolvimento da
lesdo cutanea. A deplecdo de polimorfonucleares com o uso de uma dose
Unica endovenosa de mostarda nitrogenada em coelhos inibiu infiltracdo de
leucécitos e hemorragia agudas e retardou o desenvolvimento de edema até
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que a populagao de neutrofilos circulantes fosse restabelecida (Smith & Micks,
1970).

Quanto maior o tempo de exposicdo a peconha de L. similis, mais
intensa foi a dissociacao de fibras colagenas na derme. Além da coloracéo
classica de HE, foi utilizada neste trabalho a coloracdo de Tricrdbmio de
Masson, recomendada para tecido conjuntivo. Com a coloracdo do colageno
em azul, a visualizacdo do rompimento das fibras ficou mais evidente (Figura
9).

Apbés 8 horas de injecdo da peconha de L. similis, observou-se
degeneracdo, necrose e acumulo de neutréfilos na musculatura de foliculos
pilosos e de tecido subcutaneo (Figura 7). No presente trabalho, também foi
aplicado o método de coloragdo de Reticulina. Esse método de impregnacao
com prata cora em negro as fibras reticulares, que servem como suporte as
células musculares e também as células da derme. Dessa forma, pode-se
visualizar notoriamente o rompimento de fibras reticulares promovido pela
peconha de L. similis (Figura 10).

Apbs envenenamento experimental de coelhos com peconha de L.
intermedia, analises imuno-histoquimicas em pele de coelho mostraram fibrina
em meio a feixes de colageno, indicando aumento de permeabilidade vascular
com exsudacao e edema no intersticio (Ospedal et al, 2002). A
desorganizagdo do tecido conectivo é atribuida ao edema. Adicionalmente,
enzimas presentes na peconha de Loxosceles agem em componentes
importantes de diversos tecidos, que estdo arranjados para formar estruturas
conectivas e de sustentacdo. O loxoscelismo altera eventos fisiologicos
dependentes de componentes da membrana basal e da matriz extracelular,
causando, por exemplo, adesdao plaquetaria no espaco subendotelial,
problemas hemostaticos, faléncia renal e lesdo cutanea de dificil cicatrizacao
(Veiga et al., 2001a). Peconhas de aranhas Loxosceles possuem metalo e
serinoproteases que degradam fibrinogénio, fibronectina e tém acao
gelatinolitica (Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 1999; Zanetti et al., 2002).
Também hidrolisam entactina, proteoglicanos de heparam-sulfato e liberam
laminina da membrana basal, porém ndo possuem acgao direta sobre laminina e
colagenos dos tipos | e IV (Veiga et al., 2000b; 2001a).
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Ospedal et al. (2002) realizaram analises histologicas de pele de coelho
em diferentes tempos apds injecdo de peconha de L. intermedia. Apos 4 horas
de exposicao da pegonha, os autores observaram edema, desorganizacao de
tecido conectivo, infiltracdo de neutréfilos no tecido conectivo, presenca de
numerosos neutroéfilos no interior e em torno dos vasos sanguineos e trombose.
Em 12 horas, houve intenso infiltrado inflamatério, degeneracdo de vasos
sanguineos, edema, necrose em foliculos pilosos e em musculos adjacentes,
com areas de midlise. Apds 24 horas do envenenamento experimental, foram
descritos denso infiltrado inflamatério, trombose, escurecimento do estrato
cérneo, desorganizacao de fibras coldgenas, deposicao de fibrina e de detritos
de eritrcitos ao redor dos pélos, degeneracao necrética de foliculos pilosos e
intensa necrose muscular subcutanea. Em 48 horas, a integridade da epiderme
foi destruida, com hemorragia macica e necrose difusa, infiltracdo de
neutréfilos entre a derme e o tecido muscular subcutédneo, além de mionecrose
difusa. Finalmente, 120 horas apdés a exposicdo, havia lesdo necrotica
extensiva de epiderme, tecidos conectivos, foliculos pilosos e tecidos
adjacentes, além de infiltrado marcante de neutréfilos, midlise e calcificagao
muscular.

Outros estudos ja haviam descrito achados histopatolégicos como
acumulo de leucécitos polimorfonucleares, trombose, degeneragéo e necrose
vasculares apés 3 horas (Futrell, 1992), 6 horas (Smith & Micks, 1970; Rees et
al., 1981) e 14 dias (Elston et al., 2000) de envenenamento experimental com
peconha de L. reclusa. Pizzi et al. (1957) relataram edema, eritema, trombose,
degeneracao vascular e acumulo de leucocitos e eritrocitos 24 horas apés
injecédo de pegonha de L. laeta.

No presente trabalho, demonstramos pela primeira vez alteracbes
histopatoldgicas promovidas pela pegonha de L. similis. Um ponto importante a
ser considerado é a quantidade de pegonha administrada em nosso trabalho,
qual seja, 3 pug. A maioria dos estudos trabalha com a quantidade média
inoculada em uma picada, de 20 a 40 pg. Os efeitos deletérios observados
mesmo com a utilizacdo de menor dose mostram a poténcia de acado da
peconha de L. similis, bem como a sensibilidade das células e das estruturas
dos tecidos a essa peconha.
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Tambourgi et al. (2005) mostraram alteragcdes histopatolégicas
semelhantes apdés administracdo de peconha de L. intermedia e da proteina
recombinante P1, que possui atividade de SMaseD/PLD. Com a inje¢édo de P1,
a infiltracdo de neutréfilos foi mais difundida na derme e mais intensa em
musculo adjacente, mas nao houve diferenca na contagem total de células
inflamatérias na comparacdo entre os dois tratamentos. Como visto em
diversos trabalhos, a familia de proteinas dermonecréticas Loxtox esta
associada aos efeitos locais e sistémicos da picada de aranhas Loxosceles
(Kalapothakis et al., 2007).

Paralelamente as analises histopatoldégicas em pele de coelho apds
aplicacédo da pecgonha de L. similis, a capacidade de neutralizagao do soro aos
efeitos dessa peconha foi avaliada. Quando a pegonha de L. similis foi
previamente incubada com o soro especifico e entdo inoculada em coelhos, as
alteracdes observadas foram mais amenas, em todos os tempos de contato.

Os resultados mostram claramente que houve diminuicao de edema, de
infiltrado inflamatorio e de rompimento de fibras colagenas (Figuras 7, 8 € 9). O
tratamento com soro preveniu degeneracao e necrose musculares, além de
preservar as fibras reticulares (Figuras 7 e 10). Destaca-se novamente a
importancia das coloracbes de Tricrdbmio de Masson e de Reticulina, que
permitiram visualizacdo nitida da capacidade do soro em neutralizar o
rompimento de fibras colagenas e reticulares.

Diversos tratamentos e intervengcbes ja foram propostos para o
loxoscelismo, como cuidados locais da les&o, analgésicos, aspirina, heparina,
fentolamina, vasodilatadores, dextran, nitroglicerina tépica, choque elétrico,
oxigenoterapia hiperbarica, anti-histaminicos, antibiéticos, corticoides, dapsona,
desbridamento cirurgico e antiveneno. No entanto, as pesquisas nao foram
conclusivas em determinar a melhor indicagdo. Algumas nao sao
recomendadas, outras sdo caras, dolorosas ou potencialmente toxicas (Hogan
et al., 2004; Swanson & Vetter, 2005; Pauli et al., 2006; Paixao-Cavalcante et
al., 2007). O antiveneno é o unico tratamento do loxoscelismo que é especifico
para neutralizar os efeitos da peconha. A habilidade dos soros em neutralizar
as acbes dermonecréticas e letais das peconhas de aranhas do género
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Loxosceles ja foi comprovada em diversos estudos (Rees et al.,, 1981; Braz et
al., 1999; Gomez et al., 1999b; Toro et al., 2006).

Apesar de a soroterapia ser muito utilizada na clinica, ha opinides
controversas sobre a eficacia em tratar a dermonecrose, especialmente em
relacdo ao longo intervalo de tempo existente entre a picada e o acesso ao
tratamento. Uma caracteristica do loxoscelismo € a picada indolor da aranha,
que confere desvantagem a aplicagdo da soroterapia com relagéo a acidentes
com outros géneros de aranhas, como Latrodectus e Phoneutria (Isbister et al.,
2003). Por isso, estudos que avaliam padrbes mais realistas sobre intervalo de
tempo e outras condi¢cdes de tratamento sdo importantes. Pauli et al. (2009)
determinaram os padrdes temporais de agdo do soro anti-loxoscélico quando
administrado até 240 horas apds a injecao de peconha. Foi observado que o
antiveneno reduziu os niveis plasmaticos de fibrinogénio, bem como a evolugéao
de hemorragia, edema, eritema e equimose, quando aplicado de 6 a 12 horas,
e reduziu o tamanho da lesao necrética, quando aplicado até 48 horas apéds a
inoculag&o de pegonha de L. infermedia em coelhos. Os autores consideraram
que a atenuacao da necrose ocorreu por neutralizagdo direta dos efeitos da
peconha, apesar de o antiveneno nao agir tdo fortemente na resposta
inflamatéria ja iniciada com o envenenamento.

No periodo de 1985 a 1996, em estudo clinico no Hospital Vital Brazil
(Sao Paulo) com 359 supostas vitimas de picadas de aranhas Loxosceles, 66%
dos pacientes receberam a soroterapia. Destes, 19% desenvolveram necrose,
mesmo com o tratamento. No entanto, segundo os autores, apesar de nao
prevenir a dermonecrose, € errado concluir que o soro seja ineficiente em
reduzir a extensdo da lesdo necrética. A proporcdo de reacdes anafilaticas
precoces nao € alta, similar a outros antivenenos, e as manifestagcbes sao
prontamente revertidas (Malaque et al, 2002). E relevante considerar a
importancia do antiveneno em reduzir a lesdo cutdnea do loxoscelismo e,
dessa forma, auxiliar na recuperacado da vitima. Ha ainda a perspectiva de
aprimoramento da soroterapia atualmente utilizada, gracas a diversos estudos
gue vem sendo realizados, como exposto na introdugéo deste capitulo.

Com os dados obtidos em trabalhos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, podemos inferir que a pegonha de L. similis possui caracteristicas
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semelhantes as peconhas de aranhas Loxosceles que causam 0 maior numero
de acidentes no Brasil. Dessa forma, também pode ser utilizada como
ferramenta nos diversos estudos sobre peconhas de aranhas marrons,
incluindo os de investigacdo do mecanismo de acdo de peconhas de
Loxosceles, ainda nao totalmente elucidado.

Alguns trabalhos mostraram que a enzima SMaseD de Loxosceles,
considerada o principal componente téxico da peconha, possui atividade
intrinseca de lisofosfolipase D e hidrolisa outros glicerofosfolipideos além da
esfingomielina. Os autores sugeriram, dessa forma, a substituicio do nome
SMaseD pelo termo fosfolipase D (PLD) (Van Meeteren et al., 2004; Lee &
Lynch, 2005).

Assim, vem sendo estudada a importancia da atividade catalitica mais
abrangente de PLD na fisiopatologia do loxoscelismo, sabendo-se que o0s
mediadores lipidicos bioativos atuam em diversos mecanismos celulares, como
os de migracgao, proliferacdo, morte, sobrevivéncia, inflamacédo, angiogénese,
dentre outros (Anliker & Chun, 2004; Hannun & Obeid, 2008).

Lee & Lynch (2005) mostraram que a toxina PLD recombinante de L.
reclusa possui agao hemolitica em eritrocitos humanos. Tal acao foi abolida
guando a toxina mutante H37N, desprovida de atividade de PLD, foi utilizada.
Ja Chaves-Moreira et al. (2009) detectaram acdao hemolitica direta da toxina
recombinante de L. intermedia LiRecDT1, que nao foi observada utilizando-se a
proteina com mutacdo no dominio catalitico H12A. A mesma toxina LiRecDT1
H12A, desprovida de atividade de PLD, ndo possui acdo nefrotdxica, ao
contrario da toxina recombinante selvagem (Kusma et al., 2008). Chaim et al.
(2011) mostraram que ha uma relagao direta entre a atividade enzimatica das
toxinas dermonecréticas e os efeitos de dermonecrose e inflamagédo. Quando a
proteina LiRecDT1 H12A foi injetada em pele de coelho, analises
histopatolégicas apontaram menor resposta inflamatéria em comparacao ao
envenenamento com a proteina selvagem. A atividade de mieloperoxidase
tecidual também foi significativamente menor apds tratamento com a toxina
mutante.

Também correlacionando atividade de PLD e inflamacao, Dragulev et al.
(2007) atribuiram a C1P, formada a partir de esfingomielina de membrana
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plasmatica, 0 aumento na expressao dos mediadores inflamatérios IL-6, IL-8,
CXCL1 e CXCL2 em fibroblastos humanos tratados com toxina de L. reclusa.
Porém, Van Meeteren et al. (2007), discordando da hip6étese do grupo de
Dragulev, confere ao LPA, produto bioativo da hidrélise de LPC, a referida
resposta inflamatéria. O LPC também é um fosfolipideo de membrana, mas
esta presente abundantemente no plasma sanguineo, ligado a albumina
(Moolenaar, 1999).

Com base nessa discussdao, 0 presente trabalho investigou a
participagcdo do LPA na liberagdo de citocinas e quimiocinas em fibroblastos
humanos tratados com a peconha de L. similis. Paralelamente, utilizamos nos
experimentos a toxina recombinante LiD1 de L. intermedia.

Kalapothakis et al. (2002) clonaram e expressaram pela primeira vez a
recLiD1 em fusdo com a B-galactosidase, utilizando-se o vetor pBK-CMV. Essa
proteina era imunogénica, porém nao apresentava atividade biologica (Araujo
et al., 2003). Em 2006, Felicori et al. clonaram a recLiD1 em pET11a, que foi
expressa de forma soluvel em E. coli BL21 e possui atividade dermonecroética.
No presente trabalho, utilizamos a construcdo recLiD1 em PpET11a,
devidamente estocada no laboratério a -80°C, expressamos e purificamos a
toxina recombinante segundo trabalho do nosso grupo de pesquisa, com
algumas modificagdes (Felicori et al., 2006). Apds a lise bacteriana, a toxina
encontrava-se nas fracdes soluvel e insoluvel (Figura 11), porém apenas a
primeira foi utilizada devido a facilidade de manipulacdo nas etapas
cromatograficas. O rendimento das etapas de expressdo e purificacao foi
satisfatorio, com 8,5 mg de proteina por litro de cultura expressa. A toxina
recLiD1 purificada possui massa molecular aproximada de 32,4 kDa e atividade
dermonecrética em coelhos (Figuras 14 e 15).

Primeiramente, o presente trabalho mostrou que tanto a peconha bruta
de L. similis quanto a recLiD1 possuem atividade de PLD significativa (Figura
17). Trabalhos anteriores ja haviam descrito atividade de SMaseD para ambas,
sendo que a da recLiD1 é baixa (Gomes et al., 2011; Chatzaki et al., 2012;
Felicori et al., 2006). Em seguida, a peconha de L. similis e a recLiD1 foram
incubadas por 1 hora a 37°C com lisofosfatidilcolina (LPC), um precursor para a
formacao de LPA por meio de hidrélise mediada por PLD. Apds o pré-
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tratamento, fibroblastos HFF-1 foram incubados por 12 horas com pec¢onha e
recLiD1, ambas na concentracdo de 10 ug/mL. Os resultados dos ensaios com
Alamar Blue certificaram previamente que esse tratamento dos fibroblastos por
12 horas ndo causava danos a viabilidade celular (Figura 16A).

Apdbs o tempo de incubagdo com peconha de L. similis e recLiD1, a
dosagem de citocinas e quimiocinas no meio de cultura celular revelou
liberacdo de IL-6, IL-8, CXCL1 e CXCL2 (Figura 18). Nao foram detectadas
producdes de IL-13 e RANTES.

Sabe-se que as peconhas de aranhas Loxosceles promovem liberacao
de mediadores inflamatérios, que estdo envolvidos no desenvolvimento da
dermonecrose. Whetstone et al. (1997) mostraram que a injegao parenteral de
anticorpo monoclonal anti-IL-8 retardou o0 desenvolvimento da leséao
dermonecrética em coelhos inoculados com peconha de Loxosceles. Como
visto anteriormente, Dragulev et al. (2007) observaram, em células HFF-1
tratadas com toxina de L. reclusa durante 5 horas, aumento na expressao dos
mesmos mediadores detectados em nosso trabalho. Gomez et al. (1999a)
trataram células HUVEC e A549 por 8 horas com peconha de L. deserta e
descreveram aumento na producédo de IL-8 e MCP-1, no entanto ndo houve
liberacdo de RANTES. A peconha de L. gaucho, quando injetada em pata de
camundongo, estimulou a liberacdo local de IL-6, MCP-1 e KC apés 2 e 24
horas. No entanto, ndo estimulou producédo de IL-1B, TNF-a, TXB, e LTB4
(Barbaro et al., 2010). Em relato de caso clinico, De Souza et al. (2008)
detectaram niveis elevados de IL-6 e TNF-a em soro de paciente que sofreu
picada de aranha Loxosceles.

Desai et al. (1999) mostraram que a peg¢onha de L. deserta induz
aumento de expressao de IL-8 e MCP-1 em células endoteliais via mecanismos
dependentes da ativacdo de NF-kB. O NF-kB é um fator de transcricdo que
regula, pelo menos em parte, a expressao de diversos mediadores proé-
inflamatérios. Dragulev et al. (2007) também observaram aumento na
expressao de NF-kB em fibroblastos tratados com SMaseD/PLD de L. reclusa.

Citocinas sao mediadores pleiotrdpicos, que possuem grande variedade
de funcdes biolégicas em varios tecidos e células. Diferentes citocinas podem
exercer funcées semelhantes em um mesmo tipo celular. Interleucina-6 (IL-6)
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€ uma citocina multifuncional produzida por varios tipos celulares, como
macréfagos, células dendriticas e linfécitos B. Exerce varias fungdes biolégicas
na regulacdo da resposta imune, hematopoiese, inflamacao e oncogene. Esta
envolvida na maturacao de células B e na diferenciacdo de macréfagos. IL-6
pode induzir a expressdao de metaloproteases de matriz em diversos tipos
celulares, quebra das juncdes entre as células endoteliais e aumento da
permeabilidade vascular (Kishimoto et al., 1995; Kitamura et al., 2004; Oz-
Arslan et al., 2006; Krittgen & Rose-John, 2012). As quimiocinas sdo definidas
como citocinas quimioatraentes, que facilitam o recrutamento de células
inflamatérias para o tecido em resposta a infeccdo ou inflamacao e auxiliam a
coordenar as agdes dos leucocitos durante a resposta imune. As quimiocinas
C-X-C, como interleucina-8 (IL-8 ou CXCL8), CXCL1 (ou GRO-a) e CXCL2 (ou
GRO-B), sdo potentes quimioatraentes de neutréfilos e também ativam essas
células em sitios inflamat6rios. Podem ser produzidas por diversos tipos
celulares, como monécitos, macréfagos e células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos e queratinécitos em resposta a um estimulo nocivo (Taub et al.,
1996; Grimm et al., 1998; Mortier et al., 2012; Nelson & Teixeira, 2012).

No presente trabalho, investigamos também a participacdo de
receptores para LPA na resposta inflamat6éria mediada pela pegonha. Para
isso, as células HFF-1 foram tratadas com peconha de L. similis e com recLiD1
nas mesmas condicdes, porém na presenca de Ki16425, um antagonista de
receptores para LPA dos tipos LPA; e LPA;. Os resultados mostraram que o
Ki16425 reduziu de forma significativa a produgcdo de IL-6, IL-8, CXCL1 e
CXCL2 mediada pela peconha e pela toxina recombinante (Figura 18). Vale
ressaltar que os mesmos resultados foram obtidos apéds tratamento com LPA
15 uM. Sugerimos entdo que, apds tratamento de fibroblastos com peconha e
recLiD1, o LPA formado por hidrélise de LPC mediada por PLD participa do
processo de liberacdo de citocinas e quimiocinas, agindo nos receptores de
membrana.

O LPA é um glicerofosfolipideo de baixa massa molecular, que esta
presente em baixas concentragdes em tecidos eucaridticos e no soro em
concentragdes maiores, na ordem de sub-micromolar. O LPA presente no soro
esta ligado a proteinas, especialmente albumina, e é originado principalmente
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de plaquetas ativadas. A sintese de LPA bioativo ocorre por agdes enzimaticas
de fosfolipases A, (PLA.) e D (PLD) sobre acido fosfatidico (PA) e LPC,
respectivamente. No inicio do século XX, acreditava-se que o LPA promovia
acoes bioldgicas por ruptura de membrana plasmatica em efeito inespecifico do
tipo detergente. Hoje se sabe que os efeitos sdo mediados por receptores de
membrana de alta afinidade. Foram identificados seis receptores para LPA até
o momento (LPA{-LPAg), todos acoplados a proteina G, que divergem em
distribuicdo tecidual e em vias de sinalizacdo mediadas por Rho quinase,
fosfolipase C, adenilil-ciclase, Ras/MAP quinase e PI3 quinase. Cada receptor
age como regulador positivo ou negativo da funcéo celular (Moolenaar et al.,
2004; Choi et al.,, 2010; Chun et al., 2010; Kato et al., 2012b). No presente
trabalho, utilizamos o antagonista competitivo Ki16425, que possui afinidade
pelos receptores LPA; e LPA; (Ohta et al., 2003).

O primeiro receptor para LPA descrito, LPA{, € 0o mais expresso em
tecidos normais e € amplamente expresso em humanos. O receptor LPA; é
encontrado em fibroblastos. Inclusive, as vias mediadas por LPA{/LPA; estdo
envolvidas na formagédo de diversos tipos de fibrose devido a um estimulo
excessivo a migracao celular (Pradére et al., 2008; Stortelers et al., 2008; Choi
et al.,, 2010; Qian et al., 2012; Wei et al., 2012). Van Dijk et al. (1998) trataram
fibroblastos quiescentes (Rat-1) com PLD de Streptomyces chromofuscus e
observaram acumulo de proteina Ras ligada ao GTP, ativacdo de MAP
quinase, aumento da sintese de DNA e mobilizacdo de calcio. Esses efeitos
foram mediados por acao de LPA em receptores acoplados a proteina G.

Por meio da acdo nos receptores, o LPA possui papel importante em
diversos mecanismos celulares, como proliferacdo, sobrevivéncia e migracao
celulares, mobilizacdo de ions calcio, reorganizacdao do citoesqueleto,
agregacao plaquetaria e hiperpermeabilidade endotelial (Anliker & Chun, 2004;
Choi et al., 2008). Dentre as inumeras fungdes do LPA, estd o estimulo a
resposta inflamatéria. Em condi¢des inflamatérias, o LPA pode ser gerado por
acao da enzima PLA, secretada de plaquetas e neutréfilos, que hidrolisa o PA
exposto na superficie de microvesiculas de membrana provenientes de células
sanguineas. A partir de entdo, o LPA age como um mediador do processo
inflamatério (Fourcade et al., 1995). O LPA exerce potente efeito estimulatério
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sobre neutréfilos, mondcitos e linfocitos (Rosskopf et al., 1998). Em células
dendriticas, o LPA induziu a liberacao de IL-6 e IL-8, por ativacdo de receptores
acoplados a proteina G e das vias de sinalizacdo dependentes de MAP
quinase, Rho quinase e proteina quinase C (Oz-Arslan et al., 2006). Em células
de cancer de ovario, o LPA induziu a expressao de CXCL1, IL-6 e IL-8 (Fang et
al., 2004; Lee et al., 2006). Ja em fibroblastos embrionarios de camundongo, o
LPA regulou a expressao de genes que codificam diversos fatores paracrinos,
como citocinas e quimiocinas (CXCL1, IL-6, CCL-2, CCL-7), mitégenos e
fatores pré-angiogénicos (Stortelers et al., 2008). Palmetshofer et al. (1999)
observaram, apds tratamento de células endoteliais com LPA, aumento na
expressdao de E-selectina, IL-8 e MCP-1, além de ativacdo de NF-kB (fator
nuclear kappa B). Em linhagem de fibroblasto embrionario murino, o tratamento
com LPA ativa NF-kB e a producgéo de IL-6 induzida por LPA é dependente da
ativacao desse fator (Klemm et al., 2007).

Em trabalhos futuros com a peconha, pode-se relacionar formacao de
LPA mediada por PLD com ativacdo de NF-kB em alguns tipos celulares e a
consequente liberagdo de mediadores inflamatérios. E importante ressaltar que
a toxina dermonecrética da peconha exerce atividade de PLD sobre inUmeros
alvos lipidicos (Lee & Lynch, 2005). Assim, apesar de mostrarmos no presente
trabalho a importancia do LPA para a resposta inflamatéria da peconha em
célula do estroma, outros mediadores também podem estar envolvidos.

Apoés verificarmos a participacéo de receptores para LPA na liberacéo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias em fibroblastos humanos tratados
com pegonha de L. similis ou recLiD1, decidimos avaliar o papel desses
receptores na morte celular provocada por longo periodo de tratamento com
esses agentes.

Para isso, utilizamos dois marcadores para apoptose e necrose, anexina
V-Cy3 e 7-AAD. Apds 48 horas de incubagao de células HFF-1 com 10 pg/mL
de pegonha de L. similis ou recLiD1, observamos que cerca de 30 a 40% das
células estavam em estagio inicial de apoptose e uma pequena porcentagem
entrou em processo de necrose (Figura 19). Esses dados ndo sdo compativeis
com os resultados do ensaio de Alamar Blue (Figura 16A), principalmente para
recLiD1. Isso pode ser explicado pela diferenca de metodologia. Apbs a
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incubagdo com a recLiD1, ao contrario do tratamento com peconha, nao
observamos o0 descolamento das células da superficie do frasco.
Aparentemente, apés visualizacdo ao microscépio, ha uma ideia de que a
peconha é mais toxica as células. Com os marcadores, observamos que,
independente do descolamento celular, a externalizacado da fosfatidilserina (PS)
€ detectada. Ja o Alamar Blue constata a reducao quimica do meio de cultura
em resposta a respiracao celular (Lancaster & Fields, 1996). Provavelmente,
em nosso modelo experimental, a modificagdo no metabolismo e na respiracéo
celulares ocorre primeiramente em resposta ao tratamento com a pecgonha,
guando comparado ao tratamento com recLiD1. Dessa forma, a marcacdo com
anexina V-Cy3 e 7-AAD é um método mais sensivel para identificar processos
de morte celular. Sabe-se que a translocagdo da PS é um evento precoce de
apoptose (Casciola-Rosen et al., 1996).

A apoptose pode ser iniciada por uma programacao interna da célula ou
por acao de agentes extracelulares, como horménios, fatores de crescimento,
citocinas, agentes virais e fatores quimicos e fisicos. A apoptose é marcada por
retraimento celular, condensacao e marginacao da cromatina. Ha formacao e
desprendimento de corpos apoptoticos, que consistem em organelas celulares
e/ou material nuclear circundados por membrana plasmatica intacta. Os
macréfagos reconhecem as células apoptoéticas e respectivos fragmentos pela
presenca de PS na porcao externa da membrana. Ja a necrose é caracterizada
por tumefacao celular acompanhada de condensacédo de cromatina, resultando
em lise celular com subsequente inflamacédo. Células apoptéticas nao
fagocitadas entram em processo de necrose (Majno & Joris, 1995; Van
Cruchten & Van den Broeck, 2002).

A peconha de Loxosceles e respectivos componentes sdo capazes de
ligar-se a diferentes tipos celulares, como eritrécitos, células de epitélio renal,
queratindcitos e células endoteliais, promovendo efeitos toxicos (Tambourgi et
al., 2002; Chaim et al., 2006; Paixdo-Cavalcante et al., 2006, 2007; Chaves-
Moreira et al., 2009). A exposicao de PS na superficie de alguns tipos celulares
promovida pela peconha pode causar, além de hemdlise, coagulagéao
intravascular. A exposicdo de PS na superficie de células endoteliais e
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plaquetas pode iniciar a cascata de coagulacdo e a agregacao plaquetaria
(Tambourgi et al., 2002).

Os mecanismos da apoptose provocada pela peconha ainda sdo pouco
estudados. No presente trabalho, investigamos a participacdo de receptores
para LPA nesse processo. No entanto, o antagonista de receptores para LPA
Ki16425 nao foi capaz de inibir a morte celular em células HFF-1 tratadas por
48 horas com peconha de L. similis ou recLiD1 (Figura 19). A auséncia de
inibicdo pelo Ki16425 ja era esperada, uma vez que o tratamento controle com
LPA comercial n&o alterou a viabilidade celular (Figura 19).

O LPA pode ser um fator apoptético ou de sobrevivéncia celular,
dependendo do tipo de célula. Isso ocorre porque o LPA exerce efeitos por
ligagdo a diferentes receptores, ativando por sua vez diferentes cascatas de
sinalizacdo. Esse efeito dual pode ocorrer inclusive na mesma célula,
dependendo das condi¢cdes do meio (Ye et al., 2002).

Dessa forma, utilizamos outro tipo celular em nossos experimentos.
Escolhemos células endoteliais humanas (HUVEC), pois se sabe que a
peconha é um agonista de células endoteliais e os efeitos téxicos ao endotélio
vascular sdo marcantes no loxoscelismo (Veiga et al., 2001b; Paludo et al.,
2006). Nos ensaios com HUVEC, resultados semelhantes aos obtidos com
HFF-1 foram observados, ou seja, o Ki16425 n&o preveniu a apoptose causada
apés tratamento de 48 horas com peconha de L. similis ou recLiD1. O LPA
também nao alterou a viabilidade de células HUVEC (Figura 20).

Assim, o presente trabalho mostrou, pela primeira vez, que o LPA
formado por agcdo enzimatica de PLD da peconha de L. similis e da recLiD1
exerce papel na liberacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias em
fibroblastos humanos. No entanto, pelo menos in vitro e nas condicdes
experimentais aplicadas, os receptores para LPA nao participam da morte
celular promovida por esses agentes em HFF-1 e HUVEC.

Os componentes toxicos das pec¢onhas de aranhas Loxosceles sao
iniciadores de diversos processos fisiopatolégicos que culminam em
dermonecrose. Ao mesmo tempo em que a necrose é dependente da ativacao
de PMN, a peconha nao ativa essas células diretamente. Isso mostra que um
evento desencadeia outra resposta, como em uma cascata. Eventos como
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ativacao de células endoteliais e do estroma e liberacdo de citocinas provocam
ativacao de leucécitos, com consequente lesdo dermonecrética (Figura 4)
(Majeski et al., 1977; Patel et al., 1994).

A apoptose pode estar diretamente relacionada a outros processos
desencadeados no loxoscelismo, como a ativacdo de metaloproteases. A
tetraciclina, que inibe expressao e atividade de metaloproteases enddgenas, foi
capaz de proteger queratindcitos humanos e fibroblastos de coelhos da morte
celular provocada por pegonha de L. intermedia e por SMaseD/PLD (Paixao-
Cavalcante et al., 2006, 2007). Nowatzki et al. (2012) mostraram que o
tratamento de células endoteliais com peconha de L. intermedia altera a
adesao celular, promovendo redistribuicdo de integrinas e caderinas, seguida
de descolamento das células a superficie. Os autores atribuem a anoiquia o
desencadeamento de apoptose das células endoteliais.

Pouco se sabe até o momento sobre 0os mecanismos mediadores da
apoptose provocada pela peconha de Loxosceles e respectivas toxinas. Por
exemplo, a ativacdo de diversas vias de sinalizagdo, dependentes ou ndo de
caspases, precisa ser investigada.

O presente trabalho traz dados iniciais que indicam a importancia do
LPA na fisiopatologia do loxoscelismo. Seria interessante investigar o papel do
LPA em outros processos relacionados ao envenenamento. Por exemplo,
sabe-se que o LPA ativa metaloproteases endoégenas, como MMP-2 e MMP-9,
que sao implicadas nos processos de hemolise e dermonecrose decorrentes do
envenenamento (Park et al, 2011; Kato et al., 2012a). Curiosamente, o LPA
participa do processo de cicatrizacdo e reparo de feridas, estimulando a
proliferacdo e a migracdo de células mesenquimais e epiteliais, causando
vasoconstricdo e fechamento de camadas de células endoteliais lesadas. O
uso tépico de LPA repara feridas de pele. Como exposto, o LPA causa efeitos
celulares complexos e, algumas vezes, paradoxais (Lee et al., 2000; Balazs et
al., 2001; Moolenaar et al., 2004; Choi et al., 2010).

Nosso trabalho, entdo, abre caminho para futuras investigacdes sobre o
papel do LPA no loxoscelismo e sobre novas estratégias terapéuticas
elaboradas a partir das constatagdes apresentadas.
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7. CONCLUSAO

Em pele de coelho, a injecao intradérmica da pegonha da aranha L.
similis promoveu, em curto prazo, acumulo de células inflamatérias, edema,
hiperemia, hemorragia e trombose. Além disso, houve reagdo necrética em
musculo adjacente e ruptura de fibras colagenas e reticulares. O soro anti-L.
similis foi capaz de neutralizar tais efeitos, prevenindo também a ruptura do
tecido conectivo.

O soro produzido especificamente contra a peconha de L. similis
mostrou reatividade cruzada com as peconhas de L. intermedia, L. gaucho e L.
laeta.

A peconha de aranha L. similis e a recLiD1 induzem a liberagdo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias IL-6, IL-8, CXCL1 e CXCL2 em
fibroblastos humanos HFF-1, apds 12 horas de incubacéo. Essa acéo é inibida
de forma significativa por antagonista de receptores para LPA, o Ki16425,
indicando que o LPA possui participacao importante no processo inflamatério
do loxoscelismo.

A peconha de aranha L. similis e a recLiD1 causam morte celular por
apoptose em fibroblastos HFF-1 e em células endoteliais HUVEC apéds 48
horas de incubacao, porém o antagonista de receptores para LPA nao é capaz
de inibir tal efeito. Assim, ndo foi detectada in vitro uma participagcéo direta do
LPA na apoptose promovida por peconha de L. similis e recLiD1 em HFF-1 e
HUVEC.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aranhas do género Lasiodora

As aranhas do género Lasiodora (Figura 21) pertencem a familia
Theraphosidae, subordem Mygalomorphae. As diferentes espécies de
Lasiodora sao dificilmente distinguidas, pois os caracteres discriminativos,
como cor, tamanho, relagcdo dos diferentes segmentos dos membros, entre
outros, estao sujeitos a grandes variacdes individuais ou sexuais (Brazil &
Vellard, 1926; Schiapelli & De Pikelin, 1967). As espécies de aranhas
pertencentes a subordem Mygalomorphae sédo conhecidas vulgarmente no
Brasil por caranguejeiras. Quase todas as aranhas dessa subordem sao de
tamanho superior a média, e algumas, tais como as dos géneros Grammostola
e Lasiodora, sao verdadeiros gigantes entre os aracnideos, podendo medir de
8 a 13 cm de perna a perna (Brazil & Vellard, 1926).

A tabela abaixo mostra a classificacdo taxonémica das aranhas do
género Lasiodora:

Tabela 3: Classificacao taxondmica de aranhas Lasiodora
CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Super reino Eukaryota

Reino Metazoa

Filo Arthropoda

Subfilo Chelicerata

Classe Arachnida

Ordem Araneae
Subordem Mygalomorphae (Orthognatha)
Familia Theraphosidae
Género Lasiodora (Koch, 1851)
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O termo tarantula é equivocadamente aplicado a qualquer aranha com
grande numero de pélos, pois apenas os membros da familia Theraphosidae
sao considerados tarantulas verdadeiras. De acordo com Platnick (2012), 939
espécies de aranhas agrupadas em 121 géneros compdem essa familia.

Aranhas da familia Theraphosidae sédo distribuidas por todo o mundo.
Na América do Sul, sdo encontradas principalmente as espécies Lasiodora
parahybana, Grammostola spatulata e Paraphysa manicata. Apesar de mais
comumente encontradas em areas tropicais ou semi-tropicais, possuem
extensa distribuicdo ecolégica que inclui areas Uumidas ou secas, savanas,
desertos, selvas e habitats com clima semi-temperado. A variedade de nichos
ecoldgicos promove diferengas no comportamento das aranhas predadoras, 0
que proporciona uma grande diversidade na composicdo das peconhas
(Escoubas & Rash, 2004).

As aranhas Lasiodora vivem em locais diversos, como arvores em
florestas, no meio de culturas, ocultando-se sob folhas secas de plantas e nos
buracos de barrancos. Sao igualmente freqiientes nos ranchos de sapé, em
porbes ou forros de casas velhas, em lugares escuros das habitacdes e
debaixo de leitos (Brazil & Vellard, 1926). Durante o dia, essas aranhas
permanecem imoveis em esconderijos, isoladas do sol e da umidade, e a noite
saem a caca (Brazil & Vellard, 1926). Assim como outras aranhas da mesma
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familia, alimentam-se geralmente de insetos e de pequenos vertebrados
(Schvartsman, 1992).

Sao encontradas na Floresta Atlantica do Nordeste e em parte do
Sudeste e Centro-oeste do Brasil ou em areas abertas, seguindo a vegetacao
ciliar (Bertani, 2001). Nas colegbes do Instituto Butantan, ha material
procedente dos estados Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas
Gerais, Piaui, Rio de Janeiro e S&o Paulo (Lucas, 1982).

Nao ha registros de acidentes graves em humanos provocados por
picadas de aranhas da familia Theraphosidae no Brasil (Lucas et al., 1994) ou
em outros paises (Schmidt, 1989; Isbister et al., 2003). Como essas aranhas
possuem pélos urticantes no abdémen, que sao liberados diante de ameaca ou
perturbacao, pode haver irritagcdo de pele e mucosas no individuo afetado. Em
alguns casos, desencadeia-se reagdo de hipersensibilidade com prurido,
exantema e, ocasionalmente, tosse (Cooke et al., 1973).

Lucas et al. (1994) realizaram estudo clinico e epidemiolégico
considerando registros de acidentes por picadas de aranhas da subordem
Mygalomorphae no Hospital Vital Brazil, Instituto Butantan, em um periodo de
25 anos (1966 a 1991). Tais registros representaram menos de 1% dos
acidentes com artropodes. Do total de acidentes com a subordem
Mygalomorphae, 53% envolvem aranhas da familia Theraphosidae.
Predominaram acidentes envolvendo criancas entre 1 e 7 anos de idade
(25,3%) e adultos entre 21 e 35 anos de idade (20,9%), sendo mais frequentes
0s casos envolvendo pessoas do sexo masculino (68%). As regides do corpo
da vitima mais afetadas foram maos e dedos (42,9%), além dos pés (31,9%).
Os principais sintomas observados foram locais, caracterizados por dor
apenas, dor e edema ou dor e eritema. Houve formigamento e prurido em
alguns casos. Dos 91 acidentes registrados, 48 necessitaram de tratamento,
que normalmente consiste em anestesia local e administragdo oral de

analgésicos e/ou de anti-histaminicos.

1.2. Peconhas de aranhas do género Lasiodora
A toxicidade de peconhas de caranguejeiras ndo se correlaciona com o
tamanho e o aspecto assustador dessas aranhas. As peconhas de aranhas da
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familia Theraphosidae possuem forte atividade inseticida e afetam vertebrados
e invertebrados com poténcias distintas. Isso se relaciona provavelmente com
os habitos alimentares naturais (Nicholson, 2007). Escoubas & Rash (2004)
realizaram triagem de atividade inseticida contra grilos com pegonhas de 37
espécies de tarantulas. As peconhas testadas, exceto duas, apresentaram forte
atividade paralitica contra insetos. No mesmo estudo, houve triagem com 55
espécies distintas de tarantulas avaliando-se o tempo de morte de
camundongos apds a administragao intracerebroventricular de 0,1 puL de cada
peconha. Os resultados revelaram diferencas dramaticas de atividade. As
peconhas mais ativas causaram sintomas de neurotoxicidade seguidos de
morte apds 3 a 5 minutos, enquanto outras provocaram apenas sintomas leves
de neurotoxicidade e a morte ocorria apdés um periodo de 2 horas ou mais.

O fracionamento da peg¢onha da aranha Lasiodora sp. foi realizado por
nosso grupo, sendo utilizada cromatografia de fase reversa em sistema HPLC,
com coluna preparativa C4, resultando em vinte fracées. Tais fracoes foram
reunidas em doze, denominadas F1 a F12. As fracdes F3 a F11 apresentaram
acao téxica para camundongos, sendo que F6 e F7 foram letais. Bioensaios
preliminares também demonstraram que quatro fragdes (F2, F10, F11 e F12)
possuem acao inseticida contra larvas de Spodoptera frugiperda e Anticarsia
gemmatalis, que afetam as lavouras de milho e soja, respectivamente (De
Deus, 2003). Em outro trabalho com a peg¢onha bruta de Lasiodora sp., nao foi
possivel determinar a dose letal 50% (DLsy) para camundongos, pois a
aplicacdo da peconha até a alta dose de 250 pg nao resultou em letalidade
significativa para a continuacao dos ensaios (Silvestre, 2005).

Escoubas et al. (1997) estudaram a peconha da aranha Lasiodora
parahybana, espécie encontrada no nordeste do Brasil. A injecao
intracerebroventricular da peconha em camundongos provocou aumento da
atividade motora e perturbacédo, com paralisia e morte apés 40 minutos. Em
grilos, a peconha causou paralisia rapida seguida de morte apos injecao
intratoracica. Foram isolados dois peptideos neurotdxicos da peconha,
denominados Lasiotoxinas 1 e 2 (LpTx1 e LpTx2), que apresentaram
homologia com toxinas previamente identificadas de outras duas espécies de
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caranguejeiras, ESTX de Eurypelma califurnicum e BsTx de Brachypelma
smithii.

Andlises de espectrometria de massas revelaram que as peconhas de
aranhas da familia Theraphosidae sao constituidas principalmente de
peptideos de baixa massa molecular, com padrbes estruturais semelhantes
(Esboubas & Rash, 2004). Silvestre (2005) observou que o perfil protéico da
peconha de Lasiodora sp., obtido pela técnica de eletroforese bidimensional
(IPG/SDS-PAGE), mostra presenca de proteinas de baixa e de alta massa
molecular, além de proteinas com massa molecular intermediaria. O ponto
isoelétrico dessas proteinas variou entre pH 4 e 9, com predominancia de
proteinas basicas. Ensaios revelaram que a pegonha nao apresenta atividades
hemolitica e esfingomielinasica, porém possui atividade proteolitica sobre
dimetilcaseina, mesmo em baixas concentracoes.

Outros experimentos do nosso grupo realizados com a pec¢onha de
aranhas Lasiodora sp. identificaram algumas ag¢des farmacoldgicas, como o
bloqueio de canal para Ca?" do tipo L e modulagdo da cinética e da
dependéncia de voltagem de canais para Na*. Os experimentos demonstraram
que, ao ser aplicada em células GH3 na presenca de tetrodotoxina (TTX), a
peconha aboliu as oscilacdes de Ca®** e reduziu o nivel basal de célcio
intracelular. Na auséncia de TTX, a peconha aboliu as oscilagdes de Ca?* em
uma fase inicial (fase 1) e logo depois provocou um aumento da concentracao
intracelular de Ca** ([Ca®']) (fase 2). Como a Unica diferenca experimental foi a
presenca ou a auséncia de TTX, concluiu-se que, além dos efeitos sobre os
canais para Ca?* do tipo L, a pegonha age sobre canais para Na*. Observou-se
também que, quando a peconha foi administrada em altas concentracées ou
aplicada na presenca de nifedipina ou de Cd** (ambos bloqueadores de canais

2+]i

do tipo L), ndo ocorreu aumento da [Ca“"]; na fase 2, o que sugere que esse

efeito depende da disponibilidade de canais para Na* e para Ca** do tipo L. A

%], na fase 2 via abertura de canais

peconha, entdo, provoca aumento da [Ca
para Na*, causando despolarizacdo da membrana e entrada de Ca®* via canais
para calcio regulados por voltagem. O efeito da peconha sobre as correntes de

Na* foi avaliado e constatou-se que nao modificou a ativagdo da corrente, mas
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causou diminuicao da cinética de inativagédo, além de deslocar negativamente a
dependéncia de voltagem (Kushmerick et al., 2001).

Ao realizarem varredura na biblioteca de cDNA da glandula de peconha
da aranha Lasiodora sp., Vieira et al. (2004) identificaram trés toxinas,
denominadas LTx1, LTx2 e LTx3. Ap6s analise de tais toxinas no banco de
dados GenBank, os autores observaram que possuem similaridade significativa
com toxinas das seguintes aranhas da familia Theraphosidae: Lasiodora
parahybana, Eurypelma californicum, Brachypelma smithii e Selenocosmia
huwena. A toxina LTx1 é idéntica a toxina LpTx1 descrita por Escoubas et al.
(1997).

ApoOs clonagem e expressdao da toxina LTx2, Dutra et al. (2008)
revelaram que a toxina recombinante bloqueia canais para Ca®* do tipo L em
células BC3H1. Supde-se que LTx1 e LTx3 também sejam ativas em canais
para Ca?* devido & similaridade estrutural com a LTx2, porém apenas a
expressao e a caracterizacao bioldgica de LTx1 e LTx3 podem revelar os alvos

moleculares.

1.2.1. Efeitos cardiovasculares da peconha da aranha Lasiodora sp.

Em coracdo isolado de rato, a peconha da aranha Lasiodora sp.
provocou bradicardia concentragdo-dependente, com parada cardiaca
transitéria e distarbios ritmicos apds aplicacéo in bolus de 100 ug. O efeito da
peconha foi potencializado pelo anticolinesterasico neostigmina, abolido pelo
antagonista muscarinico atropina e inibido por vesamicol, que é um inibidor da
captacédo vesicular de acetilcolina. A tetrodotoxina (TTX) n&o alterou a acao da
peconha. Os resultados obtidos demonstraram que a peconha provoca um
aumento na liberagdo vesicular de acetilcolina nas terminagbes nervosas
parassimpaticas, por ativar canais para Na* resistentes a TTX (Kalapothakis et
al., 2003).

Silvestre (2005), analisando ESTs geradas a partir da biblioteca de
cDNA construida por extracao total dos mRNAs da glandula de peconha da
aranha Lasiodora sp., encontrou algumas ESTs que apresentaram similaridade
com o peptideo GsMTx4. Sabe-se que esse peptideo, isolado da peconha da
tarantula Grammostola spatulata, inibe a fibrilacao atrial por bloqueio de canais
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ibnicos ativados por estiramento (Suchyna et al, 2000). A partir desses
resultados do nosso grupo de pesquisa, surgiu um interesse em investigar a
acao dessa peconha no sistema cardiovascular.

O primeiro passo foi determinar os parametros cardiovasculares em
ratos apds administracdo da peconha da aranha Lasiodora sp. Em animais
normotensos anestesiados, a peconha provocou hipotensdo e bradicardia
agudas ap6s aplicacao por via endovenosa em diferentes doses (2, 5, 10, 15 e
20 ug). A atropina, antagonista de receptores muscarinicos, reduziu a
hipotensdo e a bradicardia promovidas pela pegonha (2 ug). Ja o L-NAME,
inibidor n&o-seletivo das enzimas 6xido nitrico sintases, reduziu apenas o efeito
hipotensor (Horta, 2008).

Em anéis de aorta de rato, a peconha de Lasiodora sp. (0,06 a 32
Hg/mL) promoveu potente vasodilatagdo concentragao-dependente. A retirada
do endotélio vascular aboliu o efeito relaxante da peconha (8 pg/mL), bem
como a pré-incubacdo dos vasos com L-NAME. Foi investigada tambéem a
possibilidade de inducao da producao de 6xido nitrico (NO) pela peconha via
ativacdo da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Para isso, a
fosforilacdo da enzima em dois sitios regulatérios, Ser1177 (sitio de ativacéo) e
Thr495 (sitio de inativacédo), foi mensurada apdés estimulo dos anéis de aorta
em tempos distintos com pec¢onha (16 pg/mL). Verificou-se que a pegonha ativa
a eNOS por aumentar a fosforilagao do sitio de ativacao e a desfosforilacdo do
sitio de inativacdo. Os resultados permitiram concluir que a peconha causa
hipotensdo e bradicardia no rato anestesiado por acbes diretas no coracao e
nos vasos sanguineos e que o NO endotelial tem papel fundamental no efeito
relaxante da peconha em aorta de rato (Horta, 2008).

Em continuacdo a esses estudos, o presente trabalho visa isolar e
caracterizar um ou mais compostos vasodilatadores presentes na peconha da

aranha Lasiodora sp.

1.3. Participacao do endotélio no controle do tonus vascular

O endotélio vascular constitui a tdnica intima dos vasos, composta por
uma camada unica de células escamosas orientadas longitudinalmente. Dentre
as inumeras fungbes do endotélio, destaca-se a regulacado do tdnus vascular
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por meio da liberagcdo de varias substancias vasoativas, que podem causar
vasodilatagao ou vasoconstricdo (Carvalho et al., 2001; Triggle et al., 2003).

As principais substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio sédo o
oxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl.) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) (Figura 22). Os principais fatores contrateis sao endotelina-1,
angiotensina-ll, tromboxano A,, prostaglandinas contrateis e anions superdxido
(O2) ou espécies reativas de oxigénio (ROS). Em condi¢cdes fisiologicas, a
producdo de fatores relaxantes € mais importante (Mombouli & Vanhoutte,
1999; Kurahashi et al., 2003; Khazaei et al., 2008).

O NO é gerado por meio da conversdao do aminoacido -arginina em -
citrulina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A NOS requer as flavinas
FAD e FMN, bem como NADPH e tetraidrobiopterina (BH,4), para catalisar a
oxidacao da -arginina. Trés isoformas da NOS foram identificadas: NOS-I,
NOS-II e NOS-Ill. A NOS-I ou NOS neuronal (nNOS) é encontrada
predominantemente no sistema nervoso central. A NOS-Il ou NOS induzivel
(INOS) é encontrada em macrofagos, neutréfilos e outras células inflamatdérias.
Por fim, a NOS-Ill ou NOS endotelial (eNOS) é encontrada em células
endoteliais, cardiomidcitos, osteoblastos e osteoclastos (Alderton et al., 2001;
Ricciardolo et al., 2004; Khazaei et al., 2008).

A eNOS estda ancorada a membrana da célula endotelial, em
microdominios denominados cavéolas, e tem atividade regulada pelo complexo
intracelular calcio-calmodulina (Ca*-CaM). O controle é exercido por aumento
da concentracéo intracelular de fons calcio ([Ca®'];) e a ativacdo consiste em
translocacdo para o citosol e subseqiiente ligacdo a Ca®-CaM. A ligagdo da
CaM desloca uma alca autoinibitéria adjacente na eNOS. A fosforilacdo de
residuos especificos na enzima, que a torna mais ou menos ativa em
determinadas concentragdes de Ca?-CaM, pode ser considerada um
mecanismo adicional de modulacdo da atividade da eNOS (Fulton et al., 2001;
Fleming & Busse, 2003).

O NO ¢ sintetizado nas células endoteliais em resposta a estimulos
fisiolégicos como forca de cisalhamento ou a estimulos quimicos diversos
como acetilcolina, bradicinina, ATP, histamina, substancia P. A forca de
cisalhamento, que é a forca exercida pelo fluxo sanguineo sobre a parede
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vascular, induz ativagdo da eNOS via PI3K/Akt. Ja os agonistas citados ligam-
se a receptores especificos na membrana das células endoteliais, induzindo

aumento da [Ca*]

e promovendo ativagdo da eNOS principalmente via
mecanismos dependentes de Ca?*. Além disso, ha outras vias de fosforilacéo,
independentes de Ca®*, que ativam a enzima eNOS (Harris et al., 2001;
Zecchin et al., 2007).

O NO sintetizado difunde-se do endotélio para o lumen vascular e para o
musculo liso vascular. No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro
do grupo heme da enzima guanilil-ciclase soluvel (GCs), ativando-a e
promovendo entdo um aumento da formagdo de GMPc (Figura 22).
Subsequentemente, ocorre ativacdo da proteina quinase dependente de GMPc
(PKG), que reduz a [Ca®'] e promove relaxamento muscular (Dusse et al.,
2003; Krumenacker et al.,, 2004). Ressalta-se que o NO € uma importante
molécula de sinalizagdo e promove, quando liberado do endotélio,
vasodilatacdo, protecdo das células endoteliais a apoptose, inibicdo da
proliferacdo de células musculares lisas, inibicdo da ativagdo plaquetaria,
dentre outras agdes que regulam inflamacdo, angiogénese e trombose (Da
Silva et al., 2009).

Os prostandides sao produzidos pela acdo de enzimas cicloxigenases
(COX), que convertem o acido araquidénico (AA) em endoperéxidos ciclicos
(PGG2 e PGH,). Enzimas adicionais produzem as prostaglandinas, como a
prostaciclina sintase, responsavel pela sintese de prostaciclina (PGly). A PGl, é
produzida por células endoteliais; no entanto, ao contrario do NO, o efeito
vasodilatador da PGl, é determinado pela expressao de receptores especificos
acoplados a proteina G nas células musculares lisas. Tais receptores ativam a
adenilil-ciclase (AC), o que eleva os niveis intracelulares de AMPc (Figura 22).
Esse nucleotideo ciclico ativa a proteina quinase dependente de AMPc (PKA).

2], e relaxamento do musculo liso

A acao da PKA culmina em diminuicao da [Ca
(Coleman et al., 1994; Vane & Corin, 2003; Wise, 2003).

O EDHF é definido como um mediador do relaxamento vascular via
mecanismo independente de NO e de PGl, que envolve hiperpolarizagéo de
membrana nas células musculares lisas. A natureza exata do EDHF
permanece nao elucidada, mas varios estudos apontam candidatos, como
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acidos epoxieicosatriendicos (EETs), ions potassio e perdxido de hidrogénio
(Figura 22). A contribuicdo da resposta do EDHF em artérias ¢é
significativamente maior em vasos de resisténcia (Medhora et al., 2001; Matoba
& Shimokawa, 2003; Félétou & Vanhoutte, 2006; Campbell & Falck, 2007).

A figura 22 esquematiza a liberacdo das principais substancias
vasodilatadoras derivadas do endotélio e os respectivos efeitos no musculo

liso.

/ 1 Ca?* \
" l

CaM - Ca?* -CaM
Célula \ |
endotelial
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COX L-Arg

PGl, NO EDHF
_ I | L/
v v ]
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GTP c¢GMP
m 2
ATP cAMP = | Ca?*

Relaxamento

Figura 22: Esquema representativo da liberacdo de fatores relaxantes das
células endoteliais e respectivos efeitos em células musculares lisas. Adaptado
de Mombouli & Vanhoutte (1999). Legenda: AA, acido araquidénico; AC,
adenilil-ciclase; -Arg, (-arginina; CaM, calmodulina; COX, cicloxigenase;
EDHF, fator hiperpolarizante derivado do endotélio; GCs, guanilil-ciclase
soluvel; NO, éxido nitrico; NOS, éxido nitrico sintase; PGy, prostaciclina.
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2. JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa mostrou pela primeira vez que a peconha da
aranha caranguejeira (Lasiodora sp.) promove hipotensdo e bradicardia
transitérias apds administracdo endovenosa em ratos anestesiados. Além
disso, verificou-se que a peconha possui potente acédo vasodilatadora em anéis
de aorta de rato e ativa a enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Os
resultados apontam que tal peconha pode ser fonte potencial de compostos
com efeitos benéficos para o sistema cardiovascular. Assim, técnicas de
fracionamento sao necessarias visando isolar um componente da peconha que

provoque esses efeitos bioldgicos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Isolar e caracterizar um ou mais componentes com acao vasodilatadora

a partir da peconha da aranha Lasiodora sp.

3.2. Objetivos especificos

» Fracionar a peconha da aranha Lasiodora sp.;

» |solar um ou mais componentes vasodilatadores por meio de técnicas de
cromatografia associadas a ensaios bioldgicos em aorta de rato;

» (Caracterizar e identificar o componente ativo por espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear;

= Avaliar a propor¢cao do composto ativo na peconha total;

» Avaliar a reatividade vascular do componente isolado em aorta de rato;

= Avaliar a importdncia da acdo do componente ativo no efeito

vasodilatador da peconha total.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Drogas utilizadas

A peconha de aranha Lasiodora sp. e respectivas fragcdes foram diluidas
em agua ultra pura grau biologia molecular (Phoneutria Biotecnologia e
Servicos LTDA, Brasil). Para os ensaios de reatividade vascular, as amostras
foram diluidas em solucédo de Krebs-Henseleit nas concentracdes desejadas.

ADP, AMP e suramina (antagonista de receptores purinérgicos P2)
foram adquiridos da Sigma (Sigma-Aldrich Co., USA) e diluidos em agua ultra
pura grau biologia molecular. ADP e AMP foram mantidos a -20°C na
concentracao-estoque de 100 mg/mL. A suramina foi estocada a -20°C na
concentracdo de 10 mM. Para os experimentos em vaso isolado, as drogas
foram diluidas em solucédo de Krebs-Henseleit nas concentracdes desejadas.

4.2. Animais

As aranhas caranguejeiras (Lasiodora sp.) foram coletadas em
Uberlandia, Minas Gerais, e criadas em cativeiro no Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da UFMG. Um espécime dessa aranha foi depositado na
colegéo do Instituto Butantan de Sao Paulo com o nimero IBSP 8539.

Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) da UFMG, com idade entre 12 e 14 semanas (250 a 300
g). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB/UFMG, em ciclos de claro-escuro, com livre acesso a agua e
racao.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob os protocolos 166/07 e
234/12.

4.3. Obtencao da peconha bruta da aranha Lasiodora sp.

A extracao da peconha foi realizada por choque elétrico na quelicera (15
V). As amostras obtidas de diversas aranhas foram reunidas, diluidas em agua
ultra pura grau biologia molecular (Phoneutria Biotecnologia e Servigos LTDA,
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Brasil) e centrifugadas a 4°C para a eliminacao de impurezas. O sobrenadante

foi liofilizado e estocado a -20°C para uso posterior.

4.4. Quantificacao de proteinas
A quantificagéo de proteinas da pegonha foi realizada segundo método
descrito por Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (BSA,

fracdo 5) como padrao de proteinas.

4.5. Fracionamento da peconha bruta da aranha Lasiodora sp. e
caracterizacao das fracoes obtidas
4.5.1. Filtracao por massa molecular

Ensaios preliminares de nosso grupo de pesquisa apontavam que 0
componente de interesse possui baixa massa molecular. Para separar
componentes de baixa massa, foram utilizados filtros concentradores Vivaspin
com diferentes cortes de membrana (GE Healthcare Lifesciences, USA). A
peconha bruta (30 mgq) foi diluida em 60 mL de agua ultrapura grau biologia
molecular (Phoneutria Biotecnologia e Servicos LTDA, Brasil), transferida para
tubos de centrifuga Vivaspin com corte de 50 kDa e centrifugada por 10
minutos a 4000 x g. O filtrado foi transferido para outros tubos Vivaspin com
corte de 30 kDa e centrifugado por 10 minutos a 4000 x g. O filtrado
proveniente dos tubos de 30 kDa foi transferido para tubos Vivaspin com corte
de 3 kDa e centrifugado por 50 minutos a 4000 x g. O tempo e a rotacao de
cada etapa de centrifugacédo foram determinados de acordo com instru¢cdées do
fabricante. Finalmente, o filtrado do tubo Vivaspin 3 kDa foi recolhido e
liofilizado para a etapa seguinte de separacdo (Figura 23). Os filtrados e
concentrados obtidos em cada etapa foram liofilizados e aplicados em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE.
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Vivaspin 50KDa Vivaspin 30KDa Vivaspin 3KDa

Filtrado Filtrado Filtrado

HPLC

Figura 23: Esquema de filtracdo seriada da peconha bruta da aranha
Lasiodora sp. Apés centrifugacdo em filtros Vivaspin com determinado corte de
membrana, os filtrados foram coletados e transferidos para filtro de corte
menor. O filtrado proveniente da ultima etapa com Vivaspin de corte 3 kDa foi
utilizado posteriormente para cromatografia em sistema HPLC.

4.5.2. Resolucao eletroforética em gel SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS-PAGE (Laemmli, 1970),
preparado em placas de vidro com dimensbdes 10,0 x 8,0 x 0,2 cm com
espacadores de 1 mm. O gel de separacao era constituido de 12,5% (v/v) de
uma solucdo de: acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4 M pH 8,8;
SDS 0,1% (p/v); 50 mM de persulfato de aménia (PSA) e 0,05% (v/v) de
TEMED. O gel de concentracao era constituido de 4% (v/v) de uma solucao de:
acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 0,1% (p/v);
PSA 50 mM e TEMED 0,025% (v/v). As amostras (10 ug, quando a dosagem
de Bradford era possivel) foram misturadas ao tampdo de amostra
desnaturante para SDS-PAGE 2X concentrado (100 mM de Tris-HCI pH 6,8;
4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de B-mercaptoetanol; 20% de
Glicerol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas as canaletas do gel.

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampdo de
eletroforese SDS-PAGE (0,3% Tris-HCI; 1,2% de glicina e 0,1% de SDS) a 120
V, 30 mA, durante aproximadamente 2 horas, até que o tampao da amostra
atingisse o final do gel.
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4.5.3. Método de coloracao pela prata

O método de coloracao pela prata descrito por Rabilloud et al. (1994) foi
realizado com algumas modificagdes. Apos a eletroforese, o gel foi embebido
durante 1 hora a 25°C em solucao fixadora (50 mL de metanol, 12 mL de acido
acético, 40 uL de formaldeido, agua destilada suficiente para 100 mL). Apés 3
lavagens de 7 minutos com agua destilada, o gel ficou em contato com uma
solucdo de tiossulfato de sdédio (0,04% p/v em agua destilada) durante 1
minuto. Novamente, o gel foi submetido a 3 lavagens de 7 minutos com agua
destilada e entado incubado por 20 minutos com solucdo de prata (0,1 g de
AgNOs, 75 uL de formaldeido, dgua destilada suficiente para 100 mL). Seguiu-
se rapida lavagem com &gua destilada. O gel foi mantido em contato com
solucdo de desenvolvimento (6 g de Na>CQOg3, 50 uL de formaldeido, 2 mL de
solucdo aquosa de tiossulfato de sodio 0,04% p/v, agua destilada suficiente
para 100 mL) até o aparecimento de bandas. O gel foi entdo transferido
imediatamente para recipiente contendo solucédo de parada (50 mL de metanol,
12 mL de acido acético, agua destilada suficiente para 100 mL).

4.5.4. Cromatografia de fase reversa e caracterizacoes das fracoes

Em continuidade ao fracionamento, utilizou-se cromatografia liquida de
fase reversa em sistema HPLC modelo Shimadzu Prominence (Shimadzu Co.,
Japan), em duas etapas. Primeiro, o filtrado proveniente da centrifugacao em
Vivaspin de 3 kDa (10 pL) foi diluido em 0,1 mL de acido trifluoracético 0,1%
(TFA, Sigma-Aldrich Co., USA) em agua pura e filirada e aplicado na coluna
analitica C18SP (Grace Vydac, Inc., USA, C18 small pore, dimensdes 90 A, 5
um, 4,6 x 250 mm), previamente equilibrada com o mesmo solvente. A fase
mével consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila grau HPLC previamente filtrada
(ACN, Merck, Germany). O gradiente utilizado foi de 0 a 17,5% de ACN (v/v) de
10 a 15 minutos e de 17,5 a 25% de ACN (v/v) de 15 a 50 minutos de corrida.
Ressalta-se que, antes da padronizacdo do gradiente, uma corrida teste era
realizada com gradiente linear de 0 a 100% de ACN (v/v). O fluxo foi de 1 mL
por minuto. As amostras foram monitoradas em absorbancia de 214 nm. Essa

primeira etapa de cromatografia foi realizada no Laboratério de Biologia

107



Material e Métodos Capitulo 2

Molecular de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica e Imunologia
do ICB/UFMG, orientado pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas Bravo.

Para identificar a presenca do componente vasodilatador, uma triagem
com as fragdes obtidas da cromatografia foi realizada em montagem de aorta
isolada de rato (descricao da metodologia no item 4.8). Com a impossibilidade
de dosagem pelo método de Bradford, a quantidade de cada fracdo a ser
utilizada foi padronizada pela densidade 6ptica de cada pico a 214 nm, obtida
no programa de aquisicdo de dados do HPLC Shimadzu Prominence.
Considerou-se que a densidade O6ptica do filtrado proveniente do Vivaspin de
corte 3 kDa resultou da soma das densidades de todos os picos obtidos. Foi
determinada uma unidade arbitraria de concentracdo (unidade de
concentragdo, UC) e a triagem foi realizada utilizando-se concentragdes
crescentes.

Amostra da fracdo que continha o componente vasoativo (0,1 mL) foi
diluida em agua ultrapura (g.s.p. 1 mL). Um espectro de absorcdo no
ultravioleta (UV), no intervalo de 200 a 400 nm, foi adquirido com a amostra em
espectrofotometro.

Em uma segunda etapa de purificacdo, a fracdo que continha o
componente vasoativo (100 pL) foi diluida em 0,5 mL de acido trifluoracético
(TFA) 0,1% em agua e aplicada na coluna semi-preparativa C18SP (Grace
Vydac, Inc., USA, C18 small pore, dimensdes 90 A, 5 pm, 10 x 250 mm),
previamente equilibrada com o mesmo solvente. A fase moével consistiu em
TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi de 2 a 30% de ACN
(v/v) em 75 minutos, 30 a 80% de ACN (v/v) de 75 a 85 minutos e de 80 a 2%
de ACN (v/v) de 100 a 110 minutos de corrida. O fluxo foi de 5 mL por minuto.
As amostras foram monitoradas em absorbancias de 214 e 254 nm.

4.6. Avaliacao estrutural do componente isolado
4.6.1. Espectrometria de massas

As anadlises foram realizadas no Centro de Espectrometria de Massas
Aplicada (CEMSA), em S&o Paulo. Foi utilizado um espectrémetro de massas
do tipo QqLIT (hybrid triple quadrupole-linear ion trap) — 3200 QTRAP (Applied
Biosystems-Sciex, USA) acoplado a fonte de Electrospray (ESI). A amostra foi
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diluida em solugcéao 1:1 de agua/acetonitrila. O modo de varredura foi positivo,
em MS e MS/MS, a 4000 Da/segundo. Os parametros do equipamento foram:
voltagem do capilar de 55 kV, fluxo de gas a 28 unidades arbitrarias (AU) e do

gas auxiliar a 10 AU.

4.6.2. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das mais poderosas
técnicas espectroscopicas no estudo de aspectos estruturais e dindmicos de
moléculas orgénicas em solucdo. Essa técnica esta relacionada com as
transicdes induzidas pelas radiofrequéncias entre estados quantificados de
energia dos nucleos orientados em um campo magnético. Os espectros em
uma dimensdo (1D) 'H e *C s&o obtidos rotineiramente, sendo que os dados
de deslocamento quimico sdo ferramentas importantes em uma determinacao
estrutural. As técnicas em duas dimensdes (2D) permitem correlacionar
hidrogénios e/ou carbonos que possuam alguma relagdo escalar ou espacial
entre si. Assim, o mapeamento estrutural é mais preciso e completo,
comparando-se a utilizacao dos espectros em 1D apenas (Kaiser, 2000).

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear da Escola de Quimica da University of Edinburgh, Reino
Unido, coordenado pelo Prof. Dr. Dusan Uhrin.

A amostra de fracado obtida na ultima etapa cromatografica foi liofilizada
e ressuspendida em 350 uL de agua deuterada.

Foram obtidos, a principio, espectros de 'H e *C, bem como mapas de
contorno em duas dimensdes de: 'H-'H NOESY (Nuclear Overhauser
Enhancement Spectroscopy), 'H-'H COSY (Correlation Spectroscopy), 'H-'H
TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), 'H-'*C HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) e 'H-'C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence). Apds andlise dos primeiros resultados, foi necesséario obter os
seguintes espectros: 'H->N HMBC, °'P, 'H-*'P HMBC, 'H com e sem
dissociacdo de *'P.

Os espectros iniciais foram obtidos com o pH da amostra, que era acido
(pH 3,8) devido a eluicdo na cromatografia com TFA 0,1% em &gua. Assim, o
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pH foi ajustado para 6,5 e as andlises também foram realizadas nessa
condigéo.
Todos os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker

Avance 800 MHz (Bruker Daltonics, Germany).

4.7. Determinacao do conteudo de ADP e AMP na peconha

Para esse protocolo, os compostos adenosina difosfato (ADP) e
adenosina monofosfato (AMP) foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich
Co., USA) e utilizados como padrao. A primeira etapa do trabalho foi avaliar o
perfil de cada composto em cromatografia liquida de fase reversa em sistema
HPLC modelo Shimadzu Prominence (Shimadzu Co., Japan).

Assim, 30 pg de cada composto foram diluidos em 1 mL de acido
trifluoracético (TFA) 0,1% em agua e aplicados na coluna analitica C18 modelo
Shim-pack VP-ODS (Shimadzu Co., Japan, dimensées 120 A, 5 pm, 4,6 x 150
mm), previamente equilibrada com o mesmo solvente. A fase movel consistiu
em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi de 0 a 80% de
ACN (v/v) de 10 a 35 minutos, mantendo-se em 80% de ACN (v/v) por mais 10
minutos de corrida. O fluxo foi de 1 mL por minuto. As amostras foram
monitoradas em absorbancia de 214 e 254 nm.

A peconha (260 pg) foi diluida em 1 mL de acido trifluoracético (TFA)
0,1% em agua e submetida ao mesmo processo de cromatografia, em
condicoes semelhantes aos padrdes. A presenca de ADP e AMP na peconha
foi detectada comparando-se o tempo de retencdo dos picos da amostra em
relacdo aos padrdes. Para confirmagéo, foi realizada cromatografia da amostra
de peconha com adi¢ao dos padroes de ADP e AMP.

O conteudo de ADP e AMP na peconha foi estimado por comparacao
dos valores de area sob a curva do pico de cada composto nas analises de
cromatogramas de amostra e padrdes. Tais valores foram calculados pelo
programa de aquisicao de dados do HPLC Shimadzu Prominence.
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4.8. Procedimentos experimentais em vaso isolado
4.8.1. Preparacao e montagem dos anéis de aorta de rato

Os ensaios de reatividade vascular foram realizados no Laboratério de
Fisiologia Cardiovascular do Departamento de Fisiologia e Biofisica do
ICB/UFMG, orientado pela Profa. Dra. Virginia Soares Lemos.

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e exsanguinacao. Os
anéis de aorta foram montados conforme descrito por Lemos et al. (1999).

Apo6s o sacrificio dos animais, a aorta toracica foi cuidadosamente
removida, isolada de tecido adiposo e de tecido conjuntivo e transferida para
uma placa de Petri contendo solugédo de Krebs-Henseleit (mM): NaCl 110,8;
KCI 5,9; NaHCOg3; 25,0; MgSO4 1,07; CaCl, 2,49; KH.PO4 2,33 e glicose 11,51.
Em seguida, a aorta foi cortada em anéis de aproximadamente 3-4 mm de
comprimento. Hastes metalicas triangulares foram passadas através do limen
de cada anel e essas hastes foram acopladas a transdutores isométricos. A
preparagéo ficou suspensa em cubas de vidro com capacidade para 10 mL e
mantida em solucao de Krebs-Henseleit aerada com carbogénio (95% O e 5%
de CO,), a 37°C (Figura 24). Os vasos foram mantidos a uma tensao de 1g,
que foi regulada durante a primeira hora do experimento para estabilizacdo da
preparagéo. Durante a estabilizacdo, a solugdo presente nas cubas foi trocada
a cada 15 minutos, a fim de evitar o acumulo de produtos do metabolismo dos
vasos. Apb6s o periodo de estabilizacdo, os vasos foram contraidos com
fenilefrina (0,3 uM) e, uma vez que a contracao atingiu um platé, a presenca de
endotélio funcional foi confirmada com a administracdo de acetilcolina (10 uM).
Apenas os anéis de aorta que apresentavam relaxamento superior a 60% em
relacdo a contracdo maxima induzida pela fenilefrina eram utilizados em
protocolos experimentais que necessitavam de vasos com endotélio funcional.
Apos o teste de reatividade vascular, os anéis de aorta foram lavados e seguiu-
se outro periodo de estabilizacdo de 30 minutos antes do inicio dos protocolos
experimentais, com troca da solugdo de Krebs-Henseleit a cada 15 minutos.

As respostas foram registradas utilizando-se transdutores de tenséo
isométrica (World Precision Instruments, Inc., USA) conectados a um
amplificador (TBM-4; World Precision Instruments, Inc.) e a um computador
equipado com placa conversora analdgico/digital (AD16JR; World Precision
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Instruments, Inc.). O programa Windaq (DATAQ Instruments, Inc., USA) foi

utilizado para aquisicdo de dados.

Figura 24: (A) Conexao do anel de aorta as hastes metélicas e o acoplamento
dessas a transdutores isométricos. (B) Sistema de banho de 6rgaos utilizado
para experimentos de reatividade vascular no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do ICB.

4.8.2. Avaliagao de reatividade vascular em anéis de aorta de rato

Apoés o teste de funcionalidade do endotélio e o periodo de estabilizacéo,
os vasos foram pré-contraidos com fenilefrina (0,1 uM) e, durante a fase tonica
da contragdo, foram construidas curvas concentragdo-resposta cumulativas
com a peconha bruta (0,06 a 64 pug/mL) (Figura 25) e fragdes provenientes de
etapas de purificacdo da peconha (filtrado 3 kDa e fracdo 2, de 1 a 127
unidades arbitrarias de concentracao).

Pegonha (0,06 — 64 pg/mL)
Fen by |
! 107 M . e e

f M

Figura 25: Esquema representativo da curva de relaxamento concentragéo-
resposta cumulativa induzida pela pegconha da aranha Lasiodora sp. em vasos
pré-contraidos com fenilefrina (Fen).

Para avaliar a importancia da atividade do ADP no efeito vasodilatador
da pegonha total, curvas concentragédo-resposta cumulativas da pegonha foram
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realizadas na presenca de suramina, um antagonista de receptores
purinérgicos P2. Para isso, os anéis de aorta foram pré-incubados por 20
minutos com 100 pM de suramina. Como controle, curvas concentragéo-
resposta de ADP (0,001 a 316 pM) também foram feitas nas mesmas
condicdes.

A fracdo da peconha que continha o principio ativo foi aplicada aos anéis
de aorta em concentracdo Unica (4 uM), na presenca e na auséncia de 100 uM

de suramina.

4.9. Analise estatistica

Todos os parametros avaliados foram representados como média * erro
padrao da média (EPM).

Os resultados dos protocolos em vaso isolado foram expressos como
diminui¢do percentual da contragdo maxima induzida por fenilefrina, sendo que
o ponto no qual a linha basal era alcancada foi considerado como 100%.
Valores de ECsy (concentracdo que produz 50% do efeito maximo) foram
calculados graficamente a partir das curvas concentracdo-resposta por
regressdo nao linear. Os valores de efeito maximo (Enax) foram estimados
graficamente.

Para a comparacao das médias entre os grupos foi utilizado o teste t de
Student. O teste ANOVA Two-way, seguido do teste de Bonferroni, foi utilizado
para a comparacao entre as médias de valores distintos de um grupo e as
médias de valores de um segundo grupo. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os calculos e andlises estatisticas
foram realizados utilizando-se o programa Graph Pad Prism 4.0 (GraphPad
Software, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Fracionamento da peconha bruta da aranha Lasiodora sp. e
caracterizacao das fracoes obtidas

A figura 26 mostra a resolucao eletroforética em gel SDS-PAGE dos
filtrados e concentrados obtidos na primeira etapa de fracionamento da
peconha bruta de Lasiodora sp., utilizando-se filtros Vivaspin com diferentes
cortes de membrana. Observa-se que componentes com massa molecular
acima de 15 kDa ja ndo sdo mais detectados por esse método a partir do
filtrado de Vivaspin com corte de 30 kDa.
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Figura 26: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%. A primeira canaleta
€ 0 padrdo de massa molecular pré-corado (Thermo Fischer Scientific, Inc.,
USA). A segunda canaleta € a peconha bruta de Lasiodora sp. A terceira e a
quarta canaletas mostram, respectivamente, o concentrado e o filtrado apés
centrifugagédo no Vivaspin de corte 50 kDa. A quinta e a sexta canaletas
mostram, respectivamente, o concentrado e o filtrado apds centrifugagdo no
Vivaspin de corte 30 kDa. A sétima e a oitava canaletas mostram,
respectivamente, o concentrado e o filtrado apds centrifugagédo no Vivaspin de
corte 3 kDa.

A primeira etapa de fracionamento concentrou 0 componente ativo no
filtrado do Vivaspin de 3 kDa (Figura 28A). Testes de triagem farmacolégica
apontaram acado também no concentrado dessa mesma etapa, porém o efeito
vasodilatador do filtrado foi mais acentuado. Dessa forma, esse filtrado foi

aplicado em coluna C18SP e o cromatograma esta exposto na Figura 27.
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Assim como o filtrado, as fracdes resultantes da cromatografia em fase
reversa ndao eram passiveis de ser dosadas pelo método de Bradford. Dessa
forma, desconhecendo-se a natureza desses componentes e uma metodologia
especifica para dosa-los, a triagem de acao farmacolégica em anéis de aorta
foi realizada estimando-se a quantidade das amostras pela densidade 6ptica
dos picos a 214 nm. Foi determinada uma unidade arbitraria de concentragéo
(unidade de concentracdo, UC) e a triagem foi realizada utilizando-se
concentragdes crescentes.

A triagem revelou que apenas a fragdo 2, em destaque no
cromatograma da figura 27, possui acao dilatadora em anéis de aorta (Figura
28B).

mAbs Solvent
4000 B (%)

2000

Fragao 2

\

0 zb 4b Minute

Figura 27: Perfil cromatografico do filtrado do Vivaspin de corte 3 kDa em
coluna analitica C18SP. O filtrado (10 pL) foi diluido em 0,1 mL de acido
trifluoracético (TFA) 0,1% em agua e aplicado na coluna previamente
equilibrada com o mesmo solvente. A fase mével consistiu em TFA 0,1% em
acetonitrila (ACN). O gradiente utilizado foi de 0 a 17,5% de ACN (v/v) de 10 a
15 minutos e de 17,5 a 25% de ACN (v/v) de 15 a 50 minutos de corrida. O
fluxo foi de 1 mL por minuto. As amostras foram monitoradas em absorbancia
de 214 nm. A seta destaca a fracao que contém o componente vasodilatador.
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Figura 28: Efeito relaxante induzido pelo filtrado do Vivaspin de corte 3 kDa (A)
e pela fracdo 2 proveniente de cromatografia em coluna C18SP (B), em
diferentes concentragcbées (1UC a 127UC), em anéis de aorta de rato contendo
endotélio funcional. As amostras foram dosadas estimando-se a quantidade
pela densidade oOptica dos picos a 214 nm. As concentracées foram
determinadas em unidades arbitrarias (unidade de concentracdo, UC). Cada
ponto representa o valor de um experimento realizado como triagem

farmacoldgica.

O espectro de absorcdo no ultravioleta da fracdo 2 mostra picos de

absorbancia nas regides de 214 e 254 nm (Figura 29).
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Figura 29: Espectro no ultravioleta (200 a 400 nm) da fracdo 2 proveniente de
cromatografia em coluna C18SP. A seta vermelha aponta pico de absorbancia
em 254 nm.

Como ultima etapa de purificagdo do componente vasodilatador da
peconha da aranha Lasiodora sp., a fracao 2 foi aplicada em outra coluna de
fase reversa. O perfil cromatografico da Figura 30 mostra um pico

predominante no inicio da corrida, que é vasodilatador.
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Figura 30: Perfil cromatografico da fragdo 2 em coluna semi-preparativa
C18SP. A fracao 2 (100 pL) foi diluida em 0,5 mL de acido trifluoracético (TFA)
0,1% em agua e aplicada na coluna previamente equilibrada com o mesmo
solvente. A fase movel consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O
gradiente utilizado foi de 2 a 30% de ACN (v/v) em 75 minutos, 30 a 80% de
ACN (v/v) de 75 a 85 minutos e de 80 a 2% de ACN (v/v) de 100 a 110 minutos
de corrida. O fluxo foi de 5 mL por minuto. As amostras foram monitoradas em
absorbancias de 214 (linha rosa) e 254 nm (linha azul).

5.2. Avaliacao estrutural do componente isolado
5.2.1. Espectrometria de massas

A determinagao da relacdo massa/carga (m/z) em ESI-MS revelou trés
ions moleculares, de 428, 855 e 1281,8 m/z (Figura 31). A visdo aproximada
dos picos no espectro aponta que os ions moleculares possuem carga 1, ou
seja, todos os ions moleculares estdo na forma [M + H]".

A figura 32 mostra os espectros de massa ap6s fragmentacao dos trés
ions-moléculares em MS/MS, separadamente. A fragmentacdo do ion-
molecular de 1281,8 m/z resulta em ions-fragmentos de 855 e 428 m/z (Figura
32C), assim como a fragmentacao do ion-molecular de 855 m/z revela o ion-
fragmento de 428 m/z (Figura 32B). Vale observar que os valores m/z das trés
moléculas sdo proporcionais entre si em um fator de 2. Os resultados sugerem
que, possivelmente, ha formacdo de dimeros e trimeros a partir de um

componente de massa aproximada de 427 Da.
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Figura 31: Espectro de massas ESI-MS, no modo positivo, da fracao
vasodilatadora, revelando picos de 428, 855 e 1281,8 m/z.
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Figura 32A: Espectro de fragmentacao MS/MS do pico de 428 m/z.
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Figura 32B: Espectro de fragmentagdo MS/MS do pico de 855 m/z.
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Figura 32C: Espectro de fragmentacdo MS/MS do pico de 1281,8 m/z.
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5.2.2. Ressonancia magnética nuclear

As andlises iniciais dos espectros apontavam para uma mistura de dois
componentes similares com uma estrutura basica semelhante a de
nucleotideos. Diante dessa suspeita, a revisdo dos resultados de
espectrometria de massas apontou para o composto adenosina difosfato
(ADP), que é um nucleotideo de 427,2 Da.

As analises seguintes foram entéo realizadas utilizando-se comparacoes
com a estrutura de nucleotideos, como a da figura 33, suspeitando-se que a
amostra consistia em adenosina difosfato (ADP) e, em menor quantidade na
mistura, adenosina monofosfato (AMP).

ATP
o o 0
l l l
o— ‘ —O—T—O—T
o 0 0

Figura 33: Estrutura molecular de adenosina trifosfato (ATP), com destaque
para a numeracao dos atomos, que foi utilizada nos ensaios.

O espectro COSY mostrou as correlacbes de acoplamentos esperadas
para os prétons da ribose H1’—» H2'—» H3'— H4’— H5a'b". O espectro TOCSY
apresentou a transferéncia de magnetizacao esperada entre os prétons de uma
estrutura de ribose. O espectro NOESY, que detecta a proximidade espacial
dos proétons, confirmou que o carboidrato presente na estrutura da molécula é
de fato uma ribose. Observa-se na tabela 4 que ha proximidade internuclear
entre H8 e H1’, H2’, H3’, H5a’ (mas ndo com H4’, ja que esse proéton localiza-se
no anel do lado oposto ao de H8).
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Tabela 4: Intensidades de picos de correlacao obtidos no espectro 2D NOESY
para ADP.

H8 H2 H1’ H2’ H3’ H4’ H5a’ H5b'
muito
H8 média forte fraca fraca
muito
H2 fraca
H1' meédia media fraca média
H2' forte fraca
H3' média forte
H4' forte forte
H5a'

Nos espectros RMN de 'H, foram observados alguns sinais de

deslocamento quimico (&/ppm), que estdo expostos na tabela 5.

Tabela 5: Deslocamentos quimicos no espectro RMN de 'H (8/ppm) para os
componentes da amostra em diferentes condigdes de pH.

Atomo | ADP(pH=3,8) | ADP(pH=6,5) | AMP(pH=3,8) | AMP(pH=6,5)
H8 8,676 8,533 8,637 8,466
H2 8,451 8,283 8,443 8,280
H' 6,208 6,159 6,212 6,152
H2' 4,816 4,781 4,787 4,788
H3' 4,584 4,578 4,531 4,515
H4' 4,431 4,404 4,416 4,387
H5a’ 4,270 4,250 4177 4,09
H50' 4,24 4,22 4,139 4,09

Observa-se que as mudancas no pH afetam principalmente os

deslocamentos quimicos dos prétons da base nitrogenada, H2 e H8. O proton
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H1' é também afetado devido a proximidade com a base. Isso ocorre em razao
de diferentes niveis de protonagédo no anel da base. Observa-se também que o
estado de protonacdo do grupo fosfato terminal PO, afeta mais H5a'b' da
molécula de AMP do que os mesmos prétons da molécula de ADP. Isso ocorre
porque, na molécula de AMP, o grupo fosfato terminal esta ligado diretamente
ao carbono C5'".

Quando os deslocamentos quimicos de 'H para ADP e AMP em um
mesmo valor de pH sdo comparados, as maiores diferencas entre ADP e AMP
sao observadas para H5a'b'. Isso ocorre devido a diferenca de mono ou
difosforilacdo das moléculas, pois os protons H5a'b' estdo mais préximos a
esse sitio e sdo, por isso, mais afetados.

Nos espectros RMN de °C, os valores de deslocamento quimico (&/ppm)
da amostra foram comparados aos sinais para ADP e AMP descritos na
literatura, como exposto na tabela 6.

Tabela 6: Deslocamentos quimicos no espectro RMN de '*C (8/ppm) para os
componentes da amostra, em diferentes condi¢gdes de pH, bem como valores
descritos na literatura para ADP e AMP.

Atomo | ADP(pH=3,8) | ADP(pH=6,5) | AMP(pH=3,8) | AMP(pH=6,5) | ADP" | AMP’
C6 150,63 155,78 ND ND 155,74 | 156,41
Cc4 148,58 149,28 ND ND 149,58 | 149,94
C5 118,68 118,80 ND ND 119,22 | 119,5
Cs 142,42 140,06 142,17 140,12 | 140,75 | 141,11
C2 14555 152,98 145,95 152,98 | 152,89 | 153,73
ct' 87,95 86,97 87,95 86,97 87,77 | 88,08
c2 74,71 74,39 74,71 74,46 74,93 | 75,28
c3' 70,42 70,35 70,43 70,65 70,91 | 71,46
c4’ 84,41 84,03 84,46 84,04 844 | 853
C5' 65,02 64,97 64,41 64,05 65,64 | 64,53

*Fonte: Spectral Database for Organic Compounds SDBS, 2012.
ND: ndo determinado.
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As maiores diferencas de deslocamento quimico de 'C decorrentes de
mudanca no pH foram observadas para os carbonos C2, C6 e também para
C1'. Tais observacdoes sao consistentes com os diferentes estados de
protonagdo da base nitrogenada com a variacdo de pH. Quando os
deslocamentos '*C de ADP e AMP em um mesmo valor de pH sdo
comparados, as maiores diferencas entre ADP e AMP séo vistas para C5'. O
mesmo ocorre quando os deslocamentos quimicos descritos na literatura para
ADP e AMP sao comparados. Tais observacoes sao semelhantes as obtidas
com deslocamento 'H de ADP e AMP (tabela 5), como visto anteriormente,
refletindo a diferenca de fosforilagdo entre os dois compostos.

Os dados experimentais ficaram em melhor conformidade com os dados
da literatura quando o pH foi ajustado para 6,5.

Andlises dos deslocamentos quimicos no espectro RMN de 3P
mostraram que a titulagdo para pH 6,5 promoveu um movimento dos sinais de
ADP e AMP (Tabela 7). Essas ressonancias foram confirmadas pelo espectro
'H-3"P HMBC, no qual a correlagdo com os prétons H5 foi observada para
ADP e AMP. Os dados estao de acordo com o que € descrito na literatura para
ADP e AMP (Trandunh & Neumann, 1977; Kalic et al., 1997; Mascaros et al.,
2011).

Tabela 7: Deslocamentos quimicos no espectro RMN de *'P (8/ppm) para os
componentes da amostra, em diferentes condigdes de pH.

Atomo pH=3,8 pH=6,5 pH=6,5
ADP ADP ADP*
Pa -11,1 -11,0 -11,1
Pp -10,7 -9,4 -9,6
AMP AMP -
Pa 0,28 1,72 -

*Fonte: Mascaros et al., 2011.

Os experimentos realizados confirmaram a hip6tese inicial. Foram

identificados na amostra, além de algumas impurezas, dois compostos
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principais: ADP (88%) e AMP (12%) (Figura 34). As imagens dos espectros
obtidos encontram-se no anexo deste trabalho.

NH, NH,
0 <”fy 0 9 <"l{
HO—P—O0 N™ °N HO—P—0-P—0 N
i (] | |
OH OH OH
OH OH OH OH
AMP ADP

Figura 34: Estruturas moleculares de adenosina monofosfato (AMP) e
adenosina difosfato (ADP). Fonte: Qian et al., 2004.

5.3. Determinacao do conteudo de ADP e AMP na peconha

Para estimar a quantidade de ADP e AMP presente na peconha da
aranha Lasiodora sp., foi padronizada cromatografia desses compostos puros,
adquiridos comercialmente.

A figura 35 mostra os perfis cromatograficos de ADP e AMP em coluna
analitica C18. Nota-se que, durante a cromatografia, ha formacdo de AMP
proveniente de ADP (Figura 35A).
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Figura 35: Perfil cromatografico de ADP (A) e AMP (B) em coluna analitica
C18. 30 pg de cada composto foram diluidos em 1 mL de &cido trifluoracético
(TFA) 0,1% em agua e aplicados na coluna previamente equilibrada com o
mesmo solvente. A fase movel consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O
gradiente utilizado foi de 0 a 80% de ACN (v/v) de 10 a 35 minutos, mantendo-
se em 80% de ACN (v/v) por mais 10 minutos de corrida. O fluxo foi de 1 mL
por minuto. As amostras foram monitoradas em absorbéncias de 214 (linha
rosa) e 254 nm (linha preta).

Apébs a cromatografia dos padroes de ADP e AMP, a peconha bruta da
aranha Lasiodora sp. foi aplicada a mesma coluna C18, nas mesmas
condigdes de corrida. A figura 36 aponta o perfil de separacado da peconha e
destaca os picos referentes a ADP e AMP. Tais picos foram identificados pelos
tempos de retencdo, que foram comparados aos padrées. A confirmacéao foi
realizada com adi¢gdo de ADP e AMP comerciais a pegonha e aplicagdo dessa
mistura a coluna C18 (dados ndo mostrados).

A partir dos cromatogramas, o programa de aquisicdo de dados do
HPLC calculou a area sob a curva para cada pico de ADP e AMP de padrdes e
amostra. Estimou-se que a peconha da aranha Lasiodora sp. contém
aproximadamente 0,16 ug de ADP e 0,006 ug de AMP por ug de proteina.
Considera-se que parte do AMP seja proveniente do ADP, ja que, durante a
cromatografia do padrdao de ADP, foi observada hidrélise de cerca de 17%
desse composto.
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Figura 36: Perfil cromatografico da peconha de Lasiodora sp. em coluna
analitica C18. A peconha (260 pg) foi diluida em 1 mL de acido trifluoracético
(TFA) 0,1% em agua e aplicada na coluna previamente equilibrada com o
mesmo solvente. A fase movel consistiu em TFA 0,1% em acetonitrila (ACN). O
gradiente utilizado foi de 0 a 80% de ACN (v/v) de 10 a 35 minutos, mantendo-
se em 80% de ACN (v/v) por mais 10 minutos de corrida. O fluxo foi de 1 mL
por minuto. As amostras foram monitoradas em absorbancia de 254 nm. Em
destque, os picos referentes a ADP e AMP.

5.4. Avaliacao de reatividade vascular em anéis de aorta de rato

Para avaliar a importancia da atividade do ADP no efeito vasodilatador
da peconha total, curvas concentracao-resposta cumulativas da peconha (0,06
a 64 pg/mL) foram realizadas na auséncia e na presenga de 100 pM de
suramina, um antagonista de receptores purinérgicos P2. Como controle,
curvas concentracao-resposta cumulativas de ADP (0,001 a 316 puM) foram
construidas nas mesmas condigdes.

A figura 37 mostra que a suramina promoveu um desvio para a direita
das curvas de relaxamento de peconha e de ADP, reduzindo de forma
significativa a poténcia dos efeitos vasodilatadores. A tabela 8 contém os
valores médios de ECsy e de Enax Obtidos nas curvas concentragcédo-resposta de

peconha e de ADP, na presenca e na auséncia de suramina.

129



Resultados Capitulo 2

—s—ADP
—6—ADP + Suramina 100 uM

—m—Pegonha
—¥—Peconha + Suramina 100 uM
254

50

% Relaxamento
% Relaxamento
g

75+

00 T T T T T T 1 100. T T T T T T
46 40 05 00 05 10 15 20 96 85 75 65 55 45 35
Log [pegonha] ( pg/mL) Log [ADP] (M)

Figura 37: Efeito relaxante induzido por (A) peconha de Lasiodora sp. (0,06 a
64 ug/mL) e (B) ADP (0,001 a 316 uM) em anéis de aorta de rato com endotélio
funcional, na presenca e na auséncia de suramina (100 uM). Cada ponto
representa a média + EPM de pelo menos quatro experimentos. *P<0,05
comparado ao grupo sem suramina (ANOVA Two-way seguido de Bonferroni).

Tabela 8: Valores de ECsy € Enax para peconha de Lasiodora sp. e ADP, na
presenga e na auséncia de suramina (100 pM).

Condicao experimental ECso Emax (% relaxamento) '
Peconha 5,7 £0,3 pg/mL 88,9+24
Peconha + Suramina 13,5 +1,2 ug/mL* 82,5+34
ADP (8,5+4,5)x10°M 748 + 41
ADP + Suramina (8,0 +4,0) x 10> M* 65,1 £6,3

Notas: Os valores representam a média + EPM
"Valores estimados graficamente
*P<0,05 comparado ao grupo sem suramina (ANOVA Two-way).

De acordo com a estimativa de conteudo de ADP na peconha, calcula-se
que o valor de ECsy da peconha corresponde a aproximadamente 2,13 uM de
ADP, que é um valor préximo ao ECsy desse composto.

A atividade vasodilatadora da fragdo 2 também foi testada na presenca
de suramina (100 uM). Para isso, o contetdo de ADP na fragéo 2 foi estimado
por determinacdo de area sob a curva em cromatografia, como descrito
anteriormente. A fragdo foi utilizada nos ensaios em concentragdo Unica,
equivalente a 4 uM de ADP. O gréfico da figura 38 aponta que, em anéis de
aorta de rato, o efeito relaxante da fracao 2 (24,8 + 3,2% de relaxamento) foi

inibido de forma significativa (9,4 £ 1,2% de relaxamento) pela suramina.
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Figura 38: Efeito relaxante induzido pela fracdo 2 (4 uM) da peconha da
aranha Lasiodora sp. em anéis de aorta de rato, contendo endotélio funcional,
na presenga e na auséncia de suramina 100 uM. Os valores representam a
média £+ EPM de quatro experimentos. *P<0,05 comparado ao grupo sem
suramina (Teste t de Student).

Os resultados sugerem que o ADP, componente isolado da pegonha da
aranha Lasiodora sp., possui papel importante na acédo vasodilatadora da
peconha total. No entanto, a comparacao entre os efeitos relaxantes maximos
de peconha e ADP na aorta sugere que, na peconha total, ha um sinergismo de

acao com outras substancias.
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6. DISCUSSAO

Os acidentes com animais peconhentos constituem um problema de
saude publica no Brasil e no mundo devido a frequéncia e gravidade. Assim, 0s
primeiros estudos com peconhas tiveram inicio com as espécies de importancia
médica. Essas pesquisas sdo de grande valor e vém ganhando forca desde
que a Organizacao Mundial de Saude incluiu os acidentes com serpentes como
condicao ou doenca tropical negligenciada (WHO, 2012). Além disso, no Brasil,
a Academia Brasileira de Ciéncias reconheceu em 2010 os acidentes com
animais peconhentos como doencgas negligenciadas (ABC, 2012).

No entanto, as pesquisas com peconhas animais ndo se concentram
apenas no envenenamento e respectivo tratamento. Sabe-se que a evolugao
do aparato venenoso dos animais, para fins de predagdo e defesa, foi uma
importante conquista biolégica. Assim, as peconhas acumulam mudultiplos
farmacoforos e constituem uma verdadeira biblioteca de milhares de moléculas
potencialmente ativas, seletivas e potentes, que possuem como alvos varios
mecanismos celulares em insetos e vertebrados. Dessa forma, as peconhas
sao fontes de ferramentas valiosas para pesquisas aplicadas as ciéncias
médicas e a agricultura, bem como para pesquisas basicas em fisiologia celular
e areas diversas (Theakston & Kamiguti, 2002; De Lima et al., 2007; Escoubas
et al., 2008; King & Hardy, 2013).

Peconhas de aranhas da subordem Mygalomorphae sdo pouco toxicas a
humanos. Os acidentes causam apenas dor, edema e eritema no local da
picada. Por isso, a peconha de Lasiodora sp. nao foi estudada
sistematicamente até o momento, sendo que nosso grupo de pesquisa realizou
a maioria dos estudos existentes. Como descrito previamente, a acdo dessa
peconha no sistema cardiovascular foi observada. Em ratos, promove
hipotensdo e bradicardia agudas, bradicardia em coracdo isolado e
vasodilatacdo dependente de 6xido nitrico em anéis de aorta (Kalapothakis et
al., 2003; Horta, 2008). O presente trabalho teve como objetivo isolar um ou
mais componentes vasodilatadores a partir da peconha bruta da aranha
Lasiodora sp.
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Nos dltimos anos, houve um incremento no estudo e na descoberta de
novas toxinas isoladas a partir de peconhas de aranhas devido a aplicacao de
métodos de cromatografia e ao uso extensivo de técnicas de espectrometria de
massas associadas a técnicas de separacdo. O fracionamento de peconha
direcionado a ensaios bioldgicos tem sido utilizado para identificar compostos
de interesse dentre as diversas moléculas presentes nas pegonhas animais
(Escoubas, 2006).

Neste trabalho, utilizamos o fracionamento da peconha por filtracdo e
HPLC, direcionando a purificagdo do composto de interesse por meio de
ensaios de reatividade vascular das fracoes obtidas. Ao longo desse percurso,
resultados preliminares indicavam que o principio ativo era uma molécula
pequena e possivelmente ndo proteica. Inclusive, o aquecimento da peconha
em altas temperaturas ndo alterava o efeito vasodilatador.

Decidimos realizar uma tentativa de fracionamento utilizando filtros com
diferentes cortes de membrana. Essa metodologia de filtragdo, na pratica, nao
promove uma separacdao por massa molecular muito aprimorada. No gel de
poliacrilamida SDS-PAGE da figura 26 observa-se que proteinas com alta
massa molecular foram detectadas na filtracdo com corte de 30 kDa. No
entanto, para o propoésito especifico do presente trabalho, as moléculas de
baixa massa molecular foram separadas e, principalmente, o principio ativo de
interesse concentrou-se no filtrado do tubo de corte de 3 kDa (Figura 28A).

Nas etapas seguintes em HPLC, revelou-se uma fragdo vasodilatadora
Unica, eluida no inicio da corrida, na porcao hidrofilica. Verificou-se que
possuia alta absorbancia em 254 nm e massa aproximada de 427 Da (Figuras
29 e 30). Para conclusao da estrutura molecular desse composto, a técnica de
RMN foi empregada. Essa técnica, com equipamento de ultima geracao de 800
MHz, foi adotada diante da escassez da amostra liofilizada e desconhecimento
de técnica para estimar a respectiva quantidade. Atualmente, € muito comum
realizar medidas de RMN para uma determinada substancia, mesmo antes de
se obter um espectro de infravermelho ou um espectro de massas (Kaiser,
2000).

Os primeiros espectros de RMN direcionavam para a presenca de uma
mistura de moléculas semelhantes a nucleotideos. Nesse momento, as
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informacdes preliminares de massa e absorbancia em UV corroboravam essa
hip6tese. Os demais espectros foram obtidos diante de comparacao com dados
da literatura para ADP e AMP. As analises finais confirmaram, entdo, que a
fracdo 2 vasodilatadora de Lasiodora sp. trata-se de ADP (88%) e, em menor
quantidade, AMP (12%).

A espectrometria de massas analisa ions criados a partir de compostos
ou misturas, que sao separados em funcdo da relacao massa carga (m/z).
Adicionalmente, esses ions resultantes da ionizacdo de moléculas intactas
podem ser quebrados em ions-fragmentos, que fornecem informacodes
estruturais acerca da molécula original (Glish & Vachet, 2003). No presente
trabalho, o espectro de fragmentacao (ESI-MS/MS) do ion-molecular de 428
m/z, proveniente da ionizacdo da molécula de ADP, mostra dois ions-
fragmentos principais na forma [M + H]*. O primeiro ion, de 348,1 m/z,
corresponde ao AMP e o segundo ion, de 136,2 m/z, corresponde a base
nitrogenada adenina (Figura 31A).

Dentre os diversos componentes presentes nas peconhas animais, ha
compostos organicos de baixa massa molecular, por exemplo, acidos livres
como os acidos citrico e lactico, glicose, aminoacidos livres, aminas biogénicas
como diaminopropano, putrescina, cadaverina, espermina e espermidina,
neurotransmissores como aspartato, glutamato, serotonina, histamina, GABA,
dopamina e epinefrina (Welsh & Batty, 1963; Chan et al., 1975; Escoubas et al.,
2000).

Andlises de cromatografia liquida associada a espectrometria de massas
(LC/MS) da peconha da aranha Lasiodora parahybana revelaram que o0s
primeiros componentes eluidos na corrida foram moléculas organicas de baixa
massa, como acilpoliaminas e aminas biogénicas, seguidos de peptideos e
proteinas (massa molecular de 3100 a 8500 Da) durante a maior parte do
tempo da cromatografia. As Ultimas fragdes eluidas continham quatro
componentes de alta massa molecular (Guette et al, 2006). A alta
sensibilidade de técnicas como a de espectrometria de massas permitiu, nos
ultimos anos, a identificacdo de diversas toxinas de baixa massa molecular,

qgue antes nao eram facilmente identificadas. Com isso, importantes moléculas
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com atividades vasoativas e antimicrobianas, por exemplo, vém sendo
descobertas (Pimenta & De Lima, 2005).

Palma & Nakajima (2005) revisam que foram descritos em peconhas de
aranhas pelo menos quatro tipos de componentes de baixa massa molecular
(<1 kDa): acilpoliaminas, que sao compostos neurotdxicos presentes em
peconhas de diversas aranhas, bem caracterizados como antagonistas de
diferentes subtipos de receptores ionotrépicos para glutamato (Estrada et al.,
2007); bis-(agmatina)-oxamida, isolada da peconha de Plectreurys tristis
(Quistad et al., 1993); as B-carbolinas, compostos alcaldides isolados da
peconha de Parawixia bistriata, que inibem a enzima monoamino oxidase
(Cesar et al., 2005) e o gliconucleosideo di-sulfato HF7, inibidor de receptores
de cainato, isolado da peconha de Hololena curta (Goldin et al., 1995). Gomes
et al. (2011) isolaram e caracterizaram um componente de baixa massa
molecular da peg¢onha da aranha Phoneutria nigriventer. Essa molécula
organica neuroativa foi denominada nigriventrina.

Alguns trabalhos ja constataram as presencas de histamina e ATP em
peconhas animais. Inclusive, a dor decorrente da picada pode estar
relacionada a uma combinacdo de injuria mecanica (provocada pelas grandes
queliceras), baixo pH da peconha (tipicamente pH 5) e efeitos de aminas
biogénicas (serotonina e histamina), adenosina e ATP (Schanbacher et al.,
1973; Chan et al., 1975; Odell et al., 1989).

Chan et al. (1975) descreveram a presenca de ATP, ADP e AMP em
peconhas de aranhas dos géneros Dugesiella e Aphonopelma, pertencentes a
familia Theraphosidae. Ja Savel-Niemann (1989) descreveu a presenca de
ATP, ADP e AMP na pegonha da aranha Eurypelma californicum, também da
citada familia, a mesma da aranha Lasiodora sp.

Os nucleotideos purinicos exercem um papel essencial nos sistemas
biol6gicos. Essas moléculas sdo constituidas de trés componentes principais:
um acucar ribose, uma base nitrogenada e um ou mais grupos fosfato. Os
nucleotideos participam da sintese de acidos nucleicos e servem como fontes
de energia em vias metabdlicas. Como sdo compostos simples e ubiquos, que
exercem importantes funcbes intracelulares em diversos processos
bioquimicos, houve resisténcia da comunidade cientifica, no inicio do século
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XX, para aceitar estudos que apontavam que o0s nucleotideos sdo também
mensageiros extracelulares. Atualmente, reconhece-se que a sinalizacao
purinérgica € um sistema primitivo envolvido em mecanismos neuronais e nao-
neuronais, incluindo secrecoes exoécrinas e enddcrinas, respostas imunes,
inflamacéao, dor, agregacao plaquetaria e vasodilatacdo. Além disso, os
processos de proliferacao, diferenciacdo e morte celulares que ocorrem no
desenvolvimento e regeneracdo sdao mediados por receptores purinérgicos
(Burnstock, 2007; Hess et al., 2009; Dodbiba et al., 2010).

Os receptores purinérgicos estao presentes na membrana de varias
células e sado classificados em dois tipos principais: P1 e P2. Em geral, P1
possui mais afinidade pelo nucleosideo adenosina enquanto os nucleotideos
ATP, ADP, UTP e UDP ligam-se ao P2. Ha duas familias de receptores P2:
P2X, que sao receptores ligados a canais idbnicos com 7 subtipos, e P2Y, que
sao receptores acoplados a proteina G com 8 subtipos. P1 possui 4 subtipos e
todos sdo receptores acoplados a proteina G (Burnstock, 2007; Von Klgelgen
& Harden, 2011).

Os nucleotideos, que podem ser secretados de plaquetas e células
endoteliais, regulam a homeostase vascular por meio da ativacdao de
receptores presentes na superficie de plaquetas, células endoteliais e células
musculares lisas vasculares. Estdo envolvidos em mecanismos de controle do
tbnus vascular, angiogénese e aterosclerose. Sabe-se que os nucleotideos
purinicos causam vasodilatacdo e hipotensdo, porém o0s mecanismos de
sinalizagdo celular desses compostos no sistema vascular ainda ndo séo
totalmente elucidados. Como ATP e ADP sao hidrolisados por
ectonucleotidases presentes em células endoteliais, musculares lisas,
dendriticas e mondcitos, gerando adenosina, todos os receptores purinérgicos
podem ter papel nos efeitos vasculares (Zimmermann, 2001; Burnstock, 1993,
2002, 2008; Burnstock & Ralevic, 1994).

No leito vascular, a distribuicdo dos diferentes tipos de receptores
purinérgicos em células endoteliais € musculares lisas, que ativam vias de
sinalizagdo celular distintas, faz com que o ATP tenha um efeito dual no
controle do ténus. O ATP liberado como cotransmissor de nervos simpaticos
perivasculares contrai os vasos via receptores P2X presentes nas células
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musculares lisas. Ja o ATP liberado de células endoteliais durante o estresse
de cisalhamento ou hipoxia age em receptores P2Y, na membrana de células
endoteliais e promove liberagdo de NO, resultando em relaxamento da
musculatura vascular. O mesmo ocorre com o ATP liberado de plaquetas.
Adenosina gerada por hidrélise de ATP no meio extracelular causa
vasodilatacao via receptores P1 presentes nas células musculares lisas. Ja o
ADP causa vasodilatacdo via ativacdo de receptores P2Y; presentes nas
células endoteliais, com liberacdo de NO (Hansmann et al., 1997; Buvinic et al.,
2002; Burnstock, 2006). O ADP possui menos afinidade pelos receptores P2X
e, por isso, parece nao exercer o efeito dual no ténus vascular. Buvinic et al.
(2002) nao observaram tal efeito para o ADP em anel de artéria mesentérica de
rato. Da mesma forma, durante nossos ensaios em aneis de aorta de rato, ndo
observamos contracdo em vasos desprovidos de endotélio tratados com ADP
(dados nao mostrados).

No endotélio, a ligacdo do ADP ao receptor metabotrépico P2Y;
impulsiona uma cascata de sinalizagcdo celular dependente de ativagado de
fosfolipase C (PLC). Apos ativagdo da PLC, ha aumento de diacilglicerol (DAG)

e inositol trifosfato (IPs), com consequente aumento da [Ca®']

e ativacédo de
proteina quinase C (PKC). Dessa forma, o complexo intracelular célcio-
calmodulina e a fosforilagao por PKC ativam a eNOS. A agéo vasodilatadora do
ADP ocorre via NO/GMPc. Em células endoteliais humanas, o tratamento com

ADP promove fosforilagdo da enzima no residuo Ser''”’

, que é um sitio de
ativacao. Esse processo € independente de adenosina (Da Silva et al., 2009).
Em células endoteliais bovinas, o ADP fosforila os sitios de ativagdo da eNOS

1179 & Ser®° bem como desfosforila o sitio de inativagdo em Ser''®. Tais

em Ser
efeitos ocorreram via ativagdo de receptores P2Y; (Hess et al, 2009). Da
mesma forma, em anéis de aorta de rato, a peconha da aranha Lasiodora sp.
causa vasodilatacdo dependente de NO e ativa a eNOS por fosforilacdo do

77 o desfosforilagao do sitio de inativagdo

sitio de ativacao da enzima em Ser
em Thr**® (Horta, 2008).

Diante dessas informacdes, foi necessario avaliar o papel do ADP no
efeito vasodilatador da pegonha total de Lasiodora sp. Para isso, estimamos o
contetdo dessa molécula na peconha, que € de 0,16 ug de ADP por ug de

138



Discusséao Capitulo 2

proteina. O segundo passo foi a determinacdo da reatividade vascular da
peconha total e de um padrdao de ADP em anéis de aorta de rato. Nos ensaios,
a suramina, que é antagonista competitivo e ndo-seletivo de receptores P2, foi
utilizada para investigar a participacdo desses receptores. Os resultados
mostraram que ADP e peconha promovem vasodilatacdo concentragéo-
dependente e que a suramina inibe de forma significativa o efeito relaxante de
ambos (Figura 37). Como a fracdo 2 é composta principalmente de ADP, a
suramina também inibiu o efeito vasodilatador dessa fracdo, testado em
concentracao unica (Figura 38). Analisando-se o valor de ECso da peconha (5,7
+ 0,3 pg/mL), calculamos que essa quantidade de pegonha possui
aproximadamente 2,13 uM de ADP, que é um valor préoximo ao ECsy desse
composto (8,5 £ 4,5 uM).

Os resultados indicam que o ADP € um importante componente
vasodilatador da pegonha da aranha Lasiodora sp. No entanto, observa-se que
a curva de relaxamento da peconha nao possui perfil semelhante a curva de
ADP (Figura 37), apesar de apresentarem poténcias semelhantes quando os
valores de ECsg sdo comparados. Em nossos ensaios e nos dados da literatura
(Hansmann et al., 1997; Guns et al., 2005), o efeito relaxante maximo do ADP
€ parcial e nao ultrapassa 80%. Ja o efeito vasodilatador maximo da peconha é
maior e pode chegar a 100% quando a concentracao é aumentada. Isso sugere
a presenca de outras substancias na peconha que agem em sinergismo com o
ADP, causando o efeito dilatador observado em anéis de aorta de rato.

Ha estudos com diferentes peconhas que apontam moléculas organicas
ou peptideos como componentes responsaveis por causar vasodilatacao
dependente de NO. Compostos com capacidade de restaurar os niveis de NO
possuem potencial terapéutico para o tratamento de doencas como hipertensao
arterial e aterosclerose, que sao caracterizadas por disfungdo do endotélio
vascular com consequente reducgao da liberagcédo, da disponibilidade biol6gica e
da acao de fatores relaxantes derivados do endotélio (Boulanger, 1999;
Shimokawa, 1999; Triggle et al., 2003; Barbato & Tzeng, 2004).

A resposta relaxante da peconha da aranha Lycosa godeffroyi em anéis
de aorta de rato foi inibida pela retirada do endotélio, por um inibidor da NOS e
por um antagonista de receptores histaminérgicos H1. Um ensaio fluorimétrico
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detectou a presenca de histamina na peconha e os autores concluiram que se
trata do principal composto vasoativo da pegonha dessa aranha (Rash et al.,
1998). Rattmann et al. (2008) mostraram que, em anéis de aorta de rato, a
peconha da aranha Loxosceles intermedia promove relaxamento parcial (cerca
de 40%) dependente de endotélio e de NO. Nos vasos, a pegonha induz
degranulacao de mastocitos e liberacdo de histamina, que é uma substancia
vasodilatadora. Weinberg et al. (2002) estudaram o efeito de uma fragcdo semi-
purificada da peconha da aranha Phoneutria nigriventer em artéria mesentérica
de rato. Essa fracdo induziu liberagdo de NO das células endoteliais e
consequente relaxamento dependente de endotélio. Ja a toxina Tx2-6 de
Phoneutria nigriventer potencializa a fung¢éo erétil de ratos e induz um aumento
significativo da liberacao de NO no tecido cavernoso (Nunes et al., 2008, 2010).
Verano-Braga et al. (2008) descreveram uma familia de peptideos
potenciadores de bradicinina (BPP) na peconha do escorpidao Tityus serrulatus,
que foram denominados hipotensinas. O peptideo TsHpt-I e respectivo anélogo
TsHpt-lj17-25) promovem, em anéis de aorta de rato, relaxamento dependente
de liberagéo de NO derivado do endotélio.

Por fim, destaca-se que os nucleotideos sdo importantes moléculas de
sinalizacao e estdo envolvidos em diversos mecanismos celulares. A presenca
significativa de ADP na peg¢onha da aranha Lasiodora sp. pode ter relagdo
direta com os efeitos observados no envenenamento, como dor, edema e

eritema.
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7. CONCLUSAO

O fracionamento da peconha da aranha Lasiodora sp. direcionado a
ensaios biolégicos em anéis de aorta de rato resultou na separacdao de uma
fracdo vasoativa. Caracterizacdes dessa fragdo por meio de espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear identificaram uma mistura de ADP e,
em menor propor¢gdo, AMP. O ADP, assim como a pegonha, causa vasoditagao
concentracdo-dependente. A participacdo do ADP no efeito relaxante da
peconha é significativa, visto que o antagonista de receptores purinérgicos
reduziu esse efeito. Além disso, a peconha contém quantidade de ADP
suficiente para promover vasodilatacdo. Os resultados mostram que o ADP é
um importante componente vasodilatador da peconha da aranha Lasiodora sp.
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9. ANEXOS

9.1. Espectros de RMN

9.2. Artigo publicado no periédico Toxicon
Cutaneous loxoscelism caused by Loxosceles similis venom and neutralization

capacity of its specific antivenom.

9.3. Artigo aceito para publicacao no periédico Journal of Investigative
Dermatology

Lysophosphatidic acid mediates the release of cytokines and chemokines by
human fibroblasts treated with Loxosceles spider venom.
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