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Resumo

A lagarta da espécie Lonomia obliqua € medicamente importante, cujo veneno,
presente nas espiculas, causa uma sindrome hemorragica caracterizada por
equimoses, alteracbes da coagulacdo, dentre outros sintomas. Isto sugere a
presenca de peptideos bioativos com potencial farmacéutico, devido a capacidade
de modular o comportamento das células endoteliais. O objetivo deste estudo é
analisar os potenciais efeitos do veneno de Lonomia obliqua na angiogénese. Uma
linhagem celular endotelial (HUVEC) foi exposta a diferentes concentragcdes do
extrato de espiculas da Lonomia obliqua (Lonomia obliqua Bristle extract - LOBE) 5
Mg/mL, 10 pg/mL, 20 ug/mL e 50 pg/mL. Empregando citometria de fluxo, observou-
se que nenhuma das doses afetou o ciclo celular, viabilidade ou apoptose das
células endoteliais ap6s 24h de exposicao. Os esferdides das células HUVEC foram
plagueados numa matriz 3D de colageno e observou-se que LOBE (10 pg/mL, 20
Mg/mL e 50 pg/mL) induz um aumento na migracao celular, consistente com o
processo de angiogénese. A andlise da dinamica da VE-caderina indica que a
exposicdo imediata a LOBE (10 ug/mL) induz um desprendimento da juncao célula-
célula, o que corrobora com a hemorragia observada nas vitimas de
envenenamento. Através de espectrometria de massa, observou-se que LOBE
possui varios potenciais peptideos bioativos. Grupos destes peptideos foram
isolados por fracionamento com metanol a partir do veneno bruto. Os peptideos
presentes, em cada uma das 10 fracdes, foram caracterizados por espectrometria de
massa e foram analisados os efeitos de cada fracdo sobre a angiogénese. Os
resultados sugerem que alguns dos efeitos do envenenamento por Lonomia obliqua
sdo devidos a presenca de peptideos bioativos que modulam o comportamento das

células endoteliais.

Palvaras Chaves: VE-caderina; adeséo celular; hemorragia; lectinas; serino protease
e proteinas hipotéticas.



Abstract

The caterpillar of the species Lonomia obliqua is medically important, whose
venom present in the bristles leads to an hemorrhagic syndrome characterized by
ecchymosis, coagulation disorders and others symptoms. This suggests the
presence of bioactive peptides with pharmaceutical potencial due to the ability to
modulate the behavior of endothelial cells. The aim of this study is to analyze the
potential effects of Lonomia obligua venom on angiogenesis. An endothelial cell line
(HUVEC) was exposed to different concentrations (5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL and
50 pg/mL) of Lonomia obliqua bristle extract (LOBE). Using flow cytometry, it was
observed that none of the doses affected endothelial cell cycle, cell viability or
apoptosis after 24h of exposition. Spheroids of HUVEC cells were plated in a 3D-
collagen matrix and it was observed that LOBE (10 pg/mL, 20 pg/mL and 50 pg/mL)
induced an increase on cell migration consistent with the angiogenesis process.
Analysis of VE-cadherin dynamics indicates that the immediate exposition to LOBE
(10 pg/mL) induced a loosening of cell-cell junction, which corroborates with the
hemorrhage observed in the victims. By mass spectroscopy, it was observed that
LOBE possesses several potentially bioactive peptides. Groups of these peptides
were isolated by a methanol-based fractioning of the crude venom. The peptides
present in each of the 10 fractions were characterized by mass spectroscopy and it
was analyzed the effects of each fraction on angiogenesis. The results suggest that
some of the effects of Lonomia obliqua envenomation are due to the presence of

bioactive peptides that modulate the behavior of endothelial cells.

Keywords: VE-cadherin; cell adhesion; hemorrhage; lectins; serine protease and

hypothetical proteins.
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1. Introducéo

1.1 Animais venenosos

Animais venenosos sdo aqueles animais capazes de produzir pegonha ou
secrecdes venenosas. Pertencem a diversas classes incluindo milhares de espécies
de serpentes, aranhas, sapos, lagartas e escorpibes, entre outros. Distribuidos
amplamente no mundo, s&o causadores de acidentes em seres humanos
principalmente em regides tropicais e subtropicais, onde a abundancia de espécies é
maior (Reis et al., 1999; Williams et al., 2010; Chippaux, 2015). A Organizagao
Mundial da Saude (World Health Organization — WHO) incluiu o envenenamento por
picada de serpente na lista de doencas tropicais negligenciadas, observando que é
necessario uma nova abordagem para esta doenca (Gutiérrez et al., 2013).

As picadas de serpentes podem ser consideradas uma doenca comum e
frequente no meio ocupacional e ambiental, especialmente em areas rurais de
paises tropicais em desenvolvimento como no Brasil (Figura 1) (Chippaux, 2015).
Adicionalmente, observa-se uma grande incidéncia de acidentes com outros animais
como escorpifes e aranhas, evidenciando a necessidade de politicas publicas de
prevencao e de tratamento da sintomatologia dos casos. Nos ultimos 10 anos foram
registrados no Brasil cerca de 100 mil acidentes por animais peconhentos, dentre
serpentes, aranhas, escorpifes, lagartas, abelhas e outros animais em menor
proporcao (Sinan, 2016).

O Ministério da Saude adquire antivenenos de quatro produtores nacionais
(Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil, Fundacdo Ezequiel Dias e Centro de
Producdo e Pesquisa de Imunobiol6gicos). Os antivevenos sdo distribuidos nos
Estados, a distribuicdo é realizada através das consideracdes das notificacdes
registradas de acidentes por animais peconhentos no Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN). Quando utilizado de forma adequada, os
antivenenos sdo a forma mais eficaz de neutralizagdo da peconha do animal
causador do acidente. Para tanto, as politicas publicas de distribuicdo e
disponibilizagcdo dos antivenenos em quantidade suficiente em centros de facil
distribuicdo possibilita a redugdo do tempo decorrente entre o acidente e a

administragao do antiveneno (Sinan, 2016).
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Figura 1. Incidéncia anual de acidentes por animais peconhentos por 100.000 habitantes no Brasil,
2001-2012. Adaptado de Chippaux, 2015.

1.1.1 Propriedades biolégicas dos venenos.

Venenos de animais sdo misturas Unicas e complexas de moléculas bioativas
cujas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biologicas resultaram do
processo evolutivo das espécies, dotando tais individuos de eficientes mecanismos
de protecdo para defesa e alimentacdo. As toxinas animais sdo capazes de interagir
com enzimas, receptores e canais ibnicos, provocando a desestabilizacdo de
sistemas fisioldégicos essenciais a sobrevivéncia das vitimas ou presas (Calvete,
2009). Os componentes da maioria dos venenos apresentam efeitos nefrotoxicos,
citotéxico, miotdxico e muitas atividades enzimaticas diferentes. Entretanto,
componentes isolados dos venenos podem apresentar potencial terapéutico com
atividade antitumoral, antimicrobiano, anticoagulante, e analgésico (Tabelas 1 e 2)
(Warrell, 2010; Chan et al., 2016).

Dentre as familias de proteinas que compdem 0s venenos, as proteases sao

as mais estudadas. A literatura especifica atribui a este grupo de enzimas grande
12



parte dos efeitos patolégicos locais e sistémicos dos venenos, uma vez que, tanto a
hemorragia como a necrose sdo causadas por degradacdo proteolitica de
componentes da membrana basal envolvidos na manutencdo da integridade
estrutural do tecido. A hemorragia € um dos efeitos bioldgicos observado nos
envenenamentos. De fato, algum venenos sdo hemorragicas e afetam a hemostasia
de diferentes maneiras, como inibindo a agregacdo plaquetaria ou modulando
diretamente fatores da coagulacdo (Matsui et al., 2000; Clemetson et al., 2007; Fox
and Serrano, 2009).

Com o advento da andlise estrutural das proteinas e do refinamento das
metodologias de isolamento de peptideos, uma fonte rica de moléculas bioativas
pode ser caracterizada quanto as suas atividades farmacolégicas. Isso ndo so6 ajuda
a compreender as implicacbes das interacdes com proteinas de origem humana,
mas também pode levar ao desenvolvimento de drogas eficazes dirigidas a
determinados disturbios celulares e moleculares encontradas em diferentes
patologias, com especial énfase aquelas relacionadas com alteracdes vasculares
(Koh et al., 2006; Vyas et al., 2013).

Componentes de venenos de serpentes tém servido de base para a descoberta
de novas drogas. O captopril, por exemplo, apresenta um grupo sulfidrilo contendo
analogo da prolina derivado do veneno de Bothrops jararaca, uma serpente da
América do Sul. Ele é um inibidor da enzima de conversdo da angiotensina | (ECA 1)
gue impede a angiotensina | de ser convertida em angiotensina II. Com a auséncia
da angiotensina Il ndo ha vasoconstricdo periférica, o que diminui a resisténcia
vascular periférica e promove uma diminuicdo da pressao arterial. E utilizado para o
tratamento de hipertenséo e de alguns tipos de insuficiéncia cardiaca congestiva. Foi
a primeira droga derivada de veneno a obter a aprovacdo do FDA (Food and Drug
Administration) em 1981 (Smith and Vane, 2003; Koh and Kini, 2012).

Tirofibana é um farmaco antiplaquetario que também é conhecida como um
inibidor de glicoproteina llb/llla, a qual pertence ao grupo das integrinas, sendo
encontrada em plaqueta e funciona como um receptor para o fibrinogénio durante a
ativacao plaquetaria. A droga € um peptidomimético de uma proteina encontrado no
veneno da serpente Echis carinatus que obteve a aprovacdo da FDA em 1998. Um
outro farmaco antiplaquetario, a eptifibatida, foi introduzido quase simultaneamente

no mercado com a tirofibana, em 1998. E também um inibidor da glicoproteina
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lIb/llla, porém trata-se de um heptapeptideo ciclico sintético que imita a a¢do da
desintegrina encontrada no veneno da cascavel pigmeu, Sistrurus miliarius barbouri
(Hashemzadeh et al., 2008; King et al., 2016).

A Ximelagatrana € um derivado de veneno de serpente que € empregado como
anticoagulante oral, por atuar como um antagonista da vitamina K e
consequentemente, inibe a conversdo de trombina em fibrinogénio. No entanto,
devido a inducéo de lesdo hepatica grave, o fabricante anunciou a sua retirada do
mercado em 2006, apesar de ter sido aprovado e distribuido em alguns paises
europeus e sul-americanos (Andersen, 2004; Infarmedia, 2006; Yoshida et al.,
2006).

O Ancrodo é uma enzima desfibrinante derivada a partir do veneno da jararaca
da Malasia, Agkistrodon rhodostoma. Ele apresenta atividade anticoagulante ao
reduzir os niveis de fibrinogénio do sangue. Ancrodo é utilizado para decompor 0s
coagulos de sangue durante o tratamento de acidente vascular cerebral, porém os
resultados de ensaios clinicos sdo inconsistentes e abaixo do ideal (Liu et al., 2011).
O Ancrodo ainda ndo foi aprovado ou comercializado em nenhum pais, mas
continua sendo investigado como um tratamento para acidente vascular cerebral em
ensaios clinicos em todo o mundo como, por exemplo, um ensaio clinico de fase Il
para o tratamento intravenoso de acidente vascular cerebral isquémico agudo (Levy
et al., 2009; Nielsen, 2016).

Dendroaspis-NP € um peptideo natriurético quimérico com 15 aminoacidos. Na
regido C-terminal, esse peptideo natriurético é fundido com um peptideo natriurético
tipo-C humano para gerar uma nova molécula. Encontrado no veneno da serpente
mamba verde oriental, Dendroaspis angusticeps. O Dendroaspis-NP ativa as formas
A e B dos receptores de peptideos natriuréticos provocando vasodilatacdo e inibindo
a agregacao de plaquetas e a cascata de coagulacdo. Pode ser usado no tratamento
de pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (Johns et al., 2007; Mckie et al.,
2010) sendo que varios ensaios clinicos avaliaram a seguranca, eficacia e
farmacodindmica dessa droga em pacientes com insuficiéncia cardiaca crbnica (Lee
et al., 2009; Rose, 2010; Zakeri and Burnett, 2011).

As neurotoxinas a-cobrotoxina e a-cobratoxina foram isoladas a partir do
veneno de Naja nivea e Naja kaouthia, respectivamente. Ambas sao utilizadas no

controle da dor (Gong et al., 2015) mas, no entanto, ndo houve melhorias
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significativas em pacientes com adrenomieloneuropatia (Mundy et al., 2003). Uma
formulac@o de composto analgésico combinando cobrotoxina, cloridrato de tramadol,
e ibuprofeno foi avaliada quanto a eficacia clinica no tratamento da dor oncoldgica
grave. Os resultados sédo satisfatérios, mas o nivel de tolerancia precisa de mais
investigacdes (Xu et al., 2006). Além disso, alguns estudos indicam o uso dessas
moléculas como um possivel tratamento para cancer de pulméo e esclerose multipla
(Reid, 2007; Alama et al., 2011).

Adicionalmente, ha um grande numero de peptideos de veneno bioativos
(Tabelas 1 e 2) que foram isolados e representam uma fonte enorme e ainda nao

descrita de novos procedimentos terapéuticos (Kaas and Craik, 2015).

Tabela 1. Exemplos de grupos de proteinas e peptideos presentes em veneno de
serpentes de importancia cientifica e clinica. Adaptado de Warrell, 2010.

Toxinas Exemplos de toxinas serpentes Funcéo

Toxinas polipeptidicas o bungarotoxina Bungarus spp (Elapidae, Paralisia por blogueio dos

(Three-finger-fold) Colubridae) receptores de acetilcolina
e nicotinicos

Inibidores da enzima .. Viperidae Hipotenséo

conversora de

angiotensina e

peptideos potenciador
de bradicinina

Acetilcolinesterase . Elapidae Paralisia destruindo a
acetilcolina

Anticolinesteréasicos Fasciculinas Dendroaspis spp Paralisia (com
dendrotoxinas) por
despolarizancao do

blogueio neuromuscular

Disintegrina and Hemorraginas, Viperidae, Elapidae Dano endotelial,

metaloproteinase procoagulantes hemorragia, necrose

(ADAM)

Sequéncias proteica Mamba toxina intestinal Dendroaspis polylepis Espasmo doloroso do

ricas em cisteina (procinéticos) intestino, hiperalgesia,
efeitos no SNC

Fator do veneno de Fator do veneno de Elapidae, Viperidae Dano tecidual

serpente, complemento serpente

C3

Pequenos peptideos Crotamina e crotasina Crotalus durissus Necrose musclar e

basicos de miot6xica espasmos

Célcio dependente de Rhodocytin Calloselasma rhodostoma  efeitos plaquetéarios

galactose ligada a (Viperidae, Elapidae)

lectina
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Tabela 1. Continuacdo. Exemplos de grupos de proteinas e peptideos presentes em

veneno de serpentes de importancia cientifica e clinica. Adaptado de Warrell, 2010.

Toxinas Exemplos de toxinas serpentes Funcéo
Proteinas secretoras --- Elapidae, Viperidae, Inibicdo do musculo liso
ricas em cisteina Colubridae

Proteinases inibidoras

de cisteina

Endotelinas

Fator-V, ativadores do
fator-X

Inibidores de
proteinases do tipo-
Kunitz

L-amino oxidases

Peptideos natriuréticos

Fator de crescimento

neural

Fosfolipases Az

Fator de crescimento
endotelial vascular
(VEGF)

Cistatina

Sarafotoxina

Dendrotoxina

B bungarotoxina

Viperidae, Elapidae

Atractaspis spp

Viperidae,  Australasian
Elapidae

Dendroaspis spp
(Elapidae)

Todas

Elapidae: tipo atrial e tipo
cerebral

Viperidae: tipo-C

Muitas

Bungarus spp (muitas
fosfolipases A, no veneno
da maiorias das
serpentes)

VEGF homologo potente Viperidae

fator de hipotenséo.

Inibidor de
metaloproteinases

Hipertenséo, efeitos

miocardicos
Coagulopatias

Despolariza o bloqueio
neuromuscular  (inibicdo
da serino protease
circulante)

Apoptose

hipotenséo

N&o se sabe

Paralisia de bloco pré-
sinaptico e destruicdo dos

terminais nervosos,
miotoxicidade, hemodlise,
inflamacéo, necrose,

efeitos plaquetérios

Dano endotelial,
permeabilidade, edema e
hipotenséo.
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Tabela 2. Estrutura ou Sequéncia de Aminoacido de drogas derivadas de
componentes de venenos de serpentes no mercado ou produtos em fase de

teste clinico. Adaptado de Chan, 2016.

Drogas

Estrutura ou Sequéncia de Aminoéacido

Captopril

OH

Eptifibatide

Tirofiban

Batroxobin

MVLIRVIANL
FMYYSPRYFC
SVANYDEVVR
KNSEHIAPLS
PHCANINLEFN
DSGGPLICNG
WIQSIIAGNK

LILQVSYAQK
GMTLINQEWV
YPKEKFICPN
LPSNPPSVGS
NTVCREAYNG
GFGGILSWGS
TATCP

SSELVIGGDE
LTAAHCNRRF
KKKNVITDKD
VCRIMGWGAT
LPAKTLCAGV
DPCAEPRKPA

CDINEHPFLA
MRIHLGKHAG
IMLIRLDRPV
TTSEDTYPDY
LGGGIDTCGG
FYTKVFDYLP

Ximelagatrana

H3C

OH

|
Na. NHp

Ancrodo

VIGGDECNIN
AEHCARRRMN
TRTSWDEDIM
RVMGWGSINR
KKGRVLCAGD
NPCAQPNKPA

EHRFLVAVYE
LVFGMHRKSE
LIRLNKFPVNN
RIDVLSDEPR
LRGRRDSCNS
LYTSIYDYRD

GTNWTFICGG
KFDDEQERYP
SEHIAPLSLP
CANINLHNFT
DSGGPLICNE
WVNNVIAGNA

TCSP

Dendroaspis-NP

GLSKGCFGLE

LDRIGSMSGL

GCPSLRDPRP

NAPSTSA

a-Cobratoxina

IRCFITPDIT SKDCPNGHVC YTKTWCDAFC SIRGKRVDLG

CAATCPTVKT GVDIQCCSTD NCNPFPTRER P

VLIHPEWVIT
KKRYFIRCNK
SNPPIVGSDC
MCHGLFREMP
ELHGIVARGP



1.2. Cascata de coagulagéo

Hemostasia é o conjunto de estimulos que, ao mesmo tempo em que mantém
o sangue fluido, permite o reparo de lesdes nos vasos sanguineos. Este processo
depende do equilibrio entre estimulos pré-coagulantes e anticoagulantes. A
homeostasia pode ser dividida em primaria e secundaria (cascata de coagulacéo) e
sistema fibrinolitico (Crawley et al., 2007; Gleeson et al., 2012). Na hemostasia
primaria as lesbes expdem a matriz extracelular subendotelial, que € altamente
trombogénica, e promovem a ativacdo e aderéncia plaquetaria. As plaquetas, por
sua vez, mudam sua conformacdo e liberam granulos secretores para formar um
tampdo hemostéatico. Ja na hemostasia secundaria o fator tecidual pro-coagulante é
exposto no local da leséo e se alia aos fatores plaquetarios, promovendo a ativacao
da cascata de coagulacdo (Figura 2 e Tabela 3), a qual ativa a trombina que
converte o fibrinogénio solivel em insolavel. Em resposta a essa a¢do, ha um
depdsito de fibrina que juntamente com agregados plaquetarios, constréi um tampao
sélido. A terceira parte do processo é a atuacdo do sistema fibrinolitico que, por
acao enzimatica, lisa e retira o tampao da circulacdo, e impede a permanéncia do
tampao sélido (Crawley et al., 2007; Garcia et al., 2010; Gabay and Boucher, 2013).
Na homostasia secundaria ha exposicéo do colageno devido a lesédo vascular.
As plaquetas iniciam o processo de adesdo por meio de receptores de adeséo
plaguetarios primarios que sao: a glicoproteina VI (GPVI) que fard ligacdo ao
colageno e o complexo glicoproteina Ib-IX-V (GPIb-IX-V) que se ligara ao fator de
Von Willebrand (VWF). As integrinas leucocitarias Alfa M, Beta 2 e a P-selectina sé@o
receptores de membrana expresso nas plaquetas ativadas e também nas células
edoteliais. A agregagcdo ocorrera mediada pela ligacdo da glicoproteina VI (GPVI)
com o colageno, juntamente com a ligacao da glicoproteina Ib-1X-V (GPIb-IX-V) com
VWF, que resultam no aumento da liberacdo das integrinas plaquetarias alfa 2, beta
1, que se agrega ao colageno, e integrinas alfa llb e beta 3 que se agregam ao
fibrinogénio e ao VWF (Gale, 2011; Gabay and Boucher, 2013).
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Tabela 3. Fatores de Coagulagcdo e outros componentes que participam da

homostasia.
Sigla Nome Funcéo
| Fibrinogénio Formacéo do coagulo (fibrina)

Protrombina

Fator Tecidual

Célcio

Sua forma ativa (lla) ativa os fatores 1,V,VIII,XIll, proteina C e
Plaguetas

Fator Il

Necessario aos fatores de coagulagdo para este se ligarem aos
fosfolipidios ( antigamente conhecido como fator V)

\% Pré-acelerina, fator labil Cofator do X com o qual forma o complexo protrombinase
Vi Fator egtével ou Pro6- Ativa os fatores IX e X
convertina
Vil Fator anti-hemofilico Cofator do IX com o qual forma complexo tenase
IX Fator de Christimas Ativa o fator X e forma complexo tenase com o VIl
X Fator de Stuart-Prower Ativa Il e forma complexo protrombinase com o V
XI Antecedente Ativa o XII, iX e pré-calicreina.
tromboplastina Plasmatica
Xl Fator de Hageman Ativa a pré-calicreina e fator Xl
XMl Fator estabilizante de Fibrina com ligag&o cruzada
Fibrina
FVW Fator de Von Wilwbrand Liga-se ao fator VIII e ajuda na adeséo plaquetaria.
Pré-calicreina Ativa o XII Cliva o cininogénio de alto peso molecular
HMWK  cininogénio de alto peso Ajuda na ativagdo do XII, XI e Pré-calicreina

molecular

Proteina C

Inativa Va e Vllla

A ativacdo plaquetaria ocorre quando as integrinas estdo aderidas e sofrem
acdo agonista do colageno, da trombina e da epinefrina, que se ligam a membrana
plaquetaria (Figura 3). A trombina € um potente agonista plaquetario, concentracdes
In vitro, podem causar hidrélise de fosfoinositideo, formacéo de TXA2, fosforilaces
de proteinas e aumento na concentracdo de calcio intracelular. Essas vias
promovem mudancas na forma e agregacdo das plaquetas, com secrecdo dos
granulos (os granulos densos contém ATP, ADP, calcio e aminas vasoativas e 0s
granulos alfa contém enzimas lisossomais, fibrinogénio, fator XIll, e outros fatores da
coagulagdo em menor quantidade). Receptores de trombina s&o ativados por
clivagem em sitio especifico expondo regifes N-terminais, que interagem com
residuos localizados na porcéo intracelular do receptor. Essa interacdo resulta na
ativacdo da proteina G na superficie citoplasmatica do receptor , além de

sinalizac¢des adicionais (Figura 5) (Leung, 2007; Gabay and Boucher, 2013).
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Via Intrinseca

seses

ssssessnceee

Vil

Xl
Colageno,
HMWEK Pré-Calicreina
Xlla Calicreina
Xl Xla
IX
IXa €
Vil Villa v
. _-tal+
Trombina (lla)
o 1| Villa

.
sesssssae

Via Comum

Trombina (lla)

Xa

Ca+

Trombina (lla)

Fibrinogénio

Ca2+

Fibrina

Via Extrinseca

Lesdo Tissular

Tromboplastina

Inativo

|
|
|
|
Ativo |
|
Superficie de fosfolipidios

|

|

Ca 2+
U]
X
Ca2t .'.
Xilla

Rede de fibrina

Figura 2. Cascata de Coagulacdo Classica. Na visdo classica da cascata de coagulacao

(esquerda), a via intrinseca € iniciada pela exposicao do sangue a uma superficie de carga negativa

(p. ex., vidro) e a via extrinseca é ativada pelo fator tecidual ou tromboplastina. O fator tecidual ativa o

fator X diretamente, atuando como cofator com o fator Vlla , e indiretamente, ativando o fator IX . A

trombina pode ativar o fator XI por meio de feedback e isto ativa o fator IX . Esta via de amplificacéo

terciaria gera trombina adicional, a qual € necesséria no evento de uma lesdo vascular significativa.

Adaptado de Macfarlane 1964.
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ﬂ ATIVIDADE PRG-
COAGULANTE E
\ Protrombina
PLAQUETA ESTIMULADA ~
Trombina, ADP, \: /_ VafXa
Coldgeno /
( Trombina
e

e vw@' Receptores PLAQUETAS
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|
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PAREDE VASCULAR DANIFICADA
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i \
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L Y \

Figura 3 Estimulagdo Plaquetéria. Depois de serem ativadas, as plaquetas sofrem alteractes
morfolégicas e produzem pseudépodos alongados. Também se tornam extremamente adesivas. A
resposta funcional das plaquetas ativadas envolve quatro processos distintos: adesao (deposicao de
plaguetas na matriz subendotelial); agregacéo (coeséo plaquetéria); secrecéo (liberacdo de proteinas
dos granulos plaquetarios); e atividade pré-coagulante (intensificagdo da geracdo de trombina). ADP
= difosfato de adenosina; GP = glicoproteina; PDGF = fator de crescimento derivado de plaqueta;
TSP = trombospondina; VWF = fator de Von Willebrand. Adaptado de Leung 2007.

ApOs ativacdo de receptores de membrana, ocorre ativacdo da fosfolipase C
que atua hidrolisando fosfatidilinositol 3'4" difosfato (PIP2) para formar inositol
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 pode atuar diretamente sobre canais de
calcio no reticulo endoplasmatico, enquanto DAG, em conjunto com calcio, induz a
ativacao de proteina cinase C (PKC). Ambos, PKC e DAG, estimulam a liberacao de
dois granulos intracelulares, ativam o receptor de membrana glicoproteina Ilb/llla
(GPIIb/ llla) que, juntamente com o fibrinogénio, é responsavel pela agregacédo das
plaquetas (Figura 3). Os granulos plaquetérios intracelulares sao classificados como:
granulos alfa e granulos densos. Os granulos alfa sao aqueles que liberam VWF,
trombospondina, plasminogénio, fibronectina e P-selectina, desse modo, quando séao
liberados aumentam a adeséo, quando ha interacdo com as células. Por sua vez, os
granulos densos sao responsaveis em liberar serotonina e adenosina, que
estimulam o recrutamento de outras plaguetas para a formagdo do tampéo
plaquetéario (Hashemzadeh et al., 2008; Gale, 2011; Versteeg et al., 2013).
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PRO-COAGULANTE Cascata de ANTICOAGULANTE
Coagulacao

I
Proteina$S |
I

Fibrinogénio Proteina APC
C
Trombina
Trombomodulina
v T
LR e Célula endotelial

Figura 4. Equilibrio hemostético. A via da proteina C/ proteina S é complementar a via da
antitrombina (AT). Quando a trombina se liga a trombomodulina, a trombina sofre alteracdo
conformacional e deixa de formar coagulos de fibrinogénio ou ativar plaquetas. Entretanto, adquire a
capacidade de ativar a proteina C no plasma. A proteina S serve de cofator para a proteina C ativada
(APC). A APC degrada os fatores V e VIII ativados, que sdo os dois cofatores na cascata de
coagulacéo. Adaptado de Leung, 2007.

A formacdo do trombo pode ser compreendida com auxilio da cascata de
coagulacao (Figura 2), que recebe estimulos das vias intrinsecas, extrinsecas e via
comum. A via intrinseca se inicia pelo contato do colageno com o fator XIlI,
cininogénio de alto peso molecular (HMWAK), pré-calicreina e fosfolipide plaquetario
(fosfatidilserino). J& a extrinseca, iniciada atraves da liberagdo do fator Il (fator
tecidual) pelo tecido lesado, ativa fator VII que recebe estimulos do fator Xa (sistema
protombinase). A via comum recebe estimulo do fato Xa que atua na via da
protrombina (II) e trombina (lla), a qual por sua vez, ativa a via do fibrinogénio (I) e
fibrina (Ia), resultando na formag&o da rede de fibrina. Como modo de controle de
coagulacédo, o organismo produz outros fatores para inibir a formacédo de trombos
através da inativacdo dos fatores ativados Vlli(a) e V(a): proteina C, proteina S
(Figura 4) e antitrombina Il que, juntamente com a fibrindlise atuara, na lise do
trombo formado (Figura 5 e 6) (Crawley et al., 2007; Castoldi and Hackeng, 2008;
Ammollo et al., 2011; Gabay and Boucher, 2013; Palta et al., 2014).
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Ativacdo
lenta

Plasma

Ativacdo
rapida

Plasminogénio

t-PA
e

i Plasmina I.--\

i \

i \

i i

i i
PAI-1 0Oy~ Antiplasmina

t-PA = Plasminogénio —> plasmina —>

Lise de coagulo
localizada

COAGULO DE FIBRINA

Figura 5. Fibrinélise. O ativador de plasmonigénio tecidual (t-PA), liberado por células endoteliais

perturbadas nas proximidades de um vaso sanguineo lesado, liga-se a fibrina. E o mesmo ocorre com

o plasminogénio. Quando ambos estdo ligados na superficie da fibrina, t-PA converte eficientemente

0 plasminogénio em plasmina, levando a fibrindlise localizada. A plasmina ligada ao coagulo de

fibrina também fica protegida contra a inativacdo. A plasmina livre liberada na circulacdo é

rapidamente inativada pela a2-antiplasmina plasmatica, prevenindo assim a protedlise inespecifica

causada pela plasmina. Adaptado de Leung, 2007.
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Fibrinogénio N FORMACAO E
(D)=B=(D) ESTABILIZACAO DO
COAGULO

Liberacao de fibrinopeptideos

~.
Monodmero de fibrina @ E @

Polimerizacado J/
Polimero de fibrina

Coagulo de fibrina .
covalentemente ligado

9 ’
Produtos de @ﬁ@ @@ D-Dimero

degradacdo da fibrina

Figura 6. Converséo do Fibrinogénio em Fibrina e Fibrindlise. A transformacéo do fibrinogénio em
fibrina é iniciada com a trombina, clivando os fibrinopeptideos A e B dos dominios, e do fibrinogénio
para formar um mondmero de fibrina. A clivagem muda a carga negativa geral do dominio E para
uma carga positiva. Esta mudanca de carga permite a polimerizacdo espontédnea dos mondmeros de
fibrina, porque o dominio E positivamente carregado é montado com os dominios D de carga negativa
dos outros mondmeros. O polimero é inicialmente unido por liga¢des de hidrogénio. A trombina ativa
o fator XIll, que catalisa a formacédo de ligag6es covalentes entre dominios D adjacentes no polimero
de fibrina. A plasmina cliva a fita de fibrina polimerizada em multiplos sitios e libera produtos de

degradacéo da fibrina, entre os quais o D-dimero. Adaptado de Leung, 2007.
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1.3 Lonomia obliqua

Poucas espécies de borboletas e mariposas (ordem Lepidoptera) estédo
envolvidas em envenenamento humano (Diaz, 2005). As lagartas sdo as formas
larvais de mariposas e borboletas e suas toxinas sdo normalmente encontrados
nesta fase, em suas espiculas, com fins de defesa. A maioria dos acidentes
clinicamente importantes com lepiddpteros ocorrem com a exposicdo aos pélos
urticantes da lagarta ou espiculas, mas a hemolinfa também pode ter propriedades
toxicas (Figura 7) (Diaz, 2005; Hossler, 2010a; b). Uma variedade de efeitos clinicos
foram descritos, que dependem da familia e das espécies envolvidas, que vao de
reacoes locais, como equimose e hemorragia local, a sisttmicas (como febre,
vOmitos, coagulagéo intravascular disseminada dentre outros.) (Balit et al., 2003;
Hossler, 2009; Heinen et al., 2014).

Figura 7. Lonomia obliqua (Lepidoptera, Saturniidae) sexta semana. Extraido de Heinen et. al., 2014.

Em todo o Brasil ha registros de acidentes com lagartas. No entanto, a Regido
Sul é a que apresenta maior incidéncia de acidentes (7,3/100 mil habitantes). As
ocorréncias de maior importancia séo com as lagartas do género Lonomia. Sendo
que dos 4.028 acidentes causados por lagartas, ocorridos em 2009, 14,5%
(585/4.028) foram por Lonomia (Secretaria De Vigilancia Em Saude, 2010). Sendo a
espécie Lonomia obliqua a que apresenta maior relevancia na Regidao Sul (Tabela 4
e Figura 8) (Gamborgi et al.,, 2012). Como a Lonomia obliqua apresenta
comportamento gregario, os acidentes mais graves apresentam severidade no
quadro clinico devido ao grande numero de animais envolvidos no momento do

contato (Zannin et al., 2003; Carrijo-Carvalho and Chudzinski-Tavassi, 2007).
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Tabela 4. Incidéncia e mortalidade regional (por 100.000 habitantes) de acidentes

por lagartas. Adaptado de Chippaux, 2015.

Regiéo Populacéo (2010) Incidéncia Mortalidade
Norte 7,689,052 0.3 0

Nordeste 18,601,238 0.3 10°
Sudeste 49,004,779 4.2 10°

Cento Oeste ¢ 106,153 0.3 0

Sul 10,003,683 14.9 0.01

LEGENDA
O 0.4 a 10 acid./100.000
™ 10 a20 acid./100.000
B 20 a30 acid./100.000
B 30 a 40 acid.i100.000
I 40 a 50 acid./100.000

Figura 8. Incidéncia de acidentes com Lonomia sp. por 100.000 habitantes, nas respectivas

Coordenadorias Regionais de Saude, registrados pelo CIT/RS, 1997 a 2005.

Diferentemente de serpentes e outros animais venenosos, a lagarta Lonomia
obligua ndo possui uma glandula especializada na producdo de veneno e este tem
apenas o proposito de defesa, ndo sendo utilizado para caga ou alimentacdo. A
secrecdo venenosa € produzida por um epitélio secretor sendo o veneno injetado
nas vitimas pelas espiculas que se quebram ao contato fisico (Figuras 9, 10 e 11)
(Veiga et al., 2001; Spadacci-Morena et al., 2016).
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Figura 9. Vista dorsal do tegumento de Lonomia
obliqua sob microscopio eletrénico de varredura.
(a) scolus (s)

(b) detalhe da base do scolus que mostra a
presenca de um pinaculum (P) e uma chalaza
(ch) que sdo tipos de espiculas e também as
espiculas (sp) na base do tegumento (B);

(c) uma visao de perto da base do tegumento
(mesma regiao que B em todas as fotos).

Adaptado de Veiga et al, 2001.
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Figura 10. Estrutura anatdmica de um scolus.

(a) em uma cerda de um scolus a ponta é curta
(cerca de 100mm de comprimento); a articulacao
fraca (art) pode ser facilmente vista entre a ponta
(t) e a base da cerda (b).

(b) cerdas de um Scolus lateral tendo pontas
longas (de cerca de 1 mm de comprimento).

(c) Abertura em uma ponta quebrada mostrando
o canal interno.

Adaptado de Veiga et al, 2001.
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Figura 11. Corte transversal de um Scolus.
Na hemocele, podem ser observado feixe
muscular (Mu), o corpo gordo (Fb) e
traquéia (T). A cavidade interna é separado
do tegumento por uma membrana basal
(setas). O eixo central e as espiculas séo
cobertas com células epiteliais (Ep) e
cuticula de quitina (Cu). Hemdcitos (h) sao
observadas em todo o corpo do animal,
mesmo dentro do eixo central do scolus,
mas nao dentro das espiculas. Adaptado de

Spadacci-Morena et al., 2016.

Os sintomas ocorrem entre duas e setenta e duas horas apds o contato com a
lagarta (Tabela 5). Entre os sinais clinicos, destaca-se o aparecimento de
hematomas e sangramentos, sendo caracterizados por epistaxes (hemorragia
nasal), otorragia (hemorragia interna exteriorizada que acomete o canal auditivo),
enterorragia (hemorragia originada nos intestinos), metrorragia (hemorragia uterina
em intervalos irregulares, e que ocorre fora da menstruacao) e equimoses (infiltracéo
de sangue na malha dos tecidos com 2 a 3 centimetros de didmetro) generalizadas
(Hossler, 2010b; a). Os sintomas podem evoluir para um quadro de insuficiéncia
renal aguda (Duarte et al., 1990; Berger et al., 2013) e hemorragia intracerebral
(Duarte et al.,, 1996). No entanto, além dos sintomas hemorragicos, o veneno
também possui principios ativos pré-coagulates, além de fibrinoliticos (Reis et al.,
1999; Veiga et al., 2003; Zannin et al., 2003). Pacientes podem apresentar a
sindrome de coagulagédo intravascular disseminada (CID ou CIVD), também
chamada de coagulopatia de consumo, que é um processo patolégico no corpo, no
qual o sangue comeca a coagular por todo o corpo. Isso diminui 0 numero de

plaguetas, fatores de coagulacdo. Portanto, além de fibrinogendlise direta, pode
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ocorrer ativagdo indireta da fibrinolise, com o risco aumentado de hemorragia
(Zannin et al., 2003; Veiga et al., 2005).

Tabela 5. ManifestagBes clinicas e tratamento nos acidentes por Lonomia de

importancia toxicologica. Adaptado da Secretaria da Saude do Estado do Parana.

QUADRO CLINICO  MANIFESTAGOES  MANIFESTAGOES  ALTERAGOES TRATAMENTO TRATAMENTO
AVALIACAO INICIAL LOCAIS SISTEMICAS LABORATORIAIS ESPECIFICO COMPLEMENTAR E
SINTOMATICO
LEVE - Dor imediata - Sem alteragéo do - Tempo de - Entrar em contato
- Sensacdo de estado geral coagulagéo e com o CCE/CIT
queimadura fibrinogénio normais - Controle do TC a
- Edema local cada 24h
MODERADA - Dor imediata - Nausea, voémito, - Tempo de 5 ampolas de soro - Entrar em contato
- Sensacgéo de mal-estar, febre coagulacéo e antilondmico com o CCE/CIT
queimadura - Sangramento de fibrinogénio - Controle do TC a
- Edema local pele e mucosas alterados cada 24h
(hematomas
gengivorragia)
- Sem risco de vida
GRAVE - Dor imediata - Sangramento - Tempo de 10 ampolas de soro - Entrar em contato
- Sensacdao de visceral (melena,  coagulacéo, antilonémico com o CCE/CIT
queimadura hemorragia hemograma, - Controle do TC a
- Edema local intracraniana e fibrinogénio cada 24h
outros) alterados, uréia e
- com risco de vida creatinina alteradas
ABREVIACOES

T.C. - Tempo de Coagulagéo CCE - Centro de Controle de Envenenamento

O extrato bruto do veneno da Lonomia obliqua apresenta varias toxinas que
induzem a formacdo de coagulos por desencadeamento da ativacdo de ambos
protrombina e factor X (Donato et al., 1998; Veiga et al., 2003). Foram observados
como pré-coagulante: a ativador de fator X denominado (Losac) (Lonomia obliqua
Stuart-factor activator) (Alvarez Flores et al.,, 2006) e a protease ativadora da
protrombina denominado LOPAP (Reis, Cleyson V. et al., 2001).

A analise do transcriptoma da Lonomia obliqua revelou a expressdo de
principios ativos como: serino protease, cisteina proteinase, inibidores de protease,
fosfolipases A,, Lipocalinas, Lectinas, proteinas antibacterianas, entre outras (Tabela
6) (GenBank accession number:AY829732-AY829859; (Veiga et al., 2005).

Tanto os estudos in vivo quanto os in vitro demonstraram que componentes
das toxinas presentes no veneno Lonomia obliqua apresentam fatores com atividade
pré-coagulante, anti-coagulante, antitrombdética e fibrinogendlica(Veiga et al., 2003).

Portanto, o veneno é capaz de ativar direta ou indiretamente a coagulacdo e a

30



fibrindlise. Além disso, possui agdo direta sobre os eritrocitos, causando hemolise e
hemoglobinuria (Veiga et al., 2003; Pinto et al., 2010).

Tabela 6. Toxinas de Lonomia obliqua envolvidas no envenenamento. Adaptado de
(Pinto et al., 2010)

Toxina Gen Bank Mw predita / Mw  Método de Referéncia
observada (Da) identificacao
Fibrinogenase ND 35,000 Isolamento Pinto et al, 2004
Ativador de AY908986 69,000 Isolamento Reis et al, 2001
Protrombina
Ativador de Factor X ND 45,000 Isolamento Alvarez-Flores et al,
2006
Serino proteases AY829844 desconhecida Transcriptoma Veiga et al, 2005
AY829818 55,200
AY829819 desconhecida
AY829820 desconhecida
AY829821 desconhecida
AY829842 desconhecida
AY829843 30,100
AY829841 desconhecida
Hialuronidases ND 53,000 Isolamento Gouveia et al, 2005
49,000
Fosfolipase A2 ND 15,000 Isolamento Seibert et al, 2006
Fosfolipase A2 AY829845 9,600 Transcriptoma Veiga et al, 2005
Lectinas AY829822 33,700 Transcriptoma Veiga et al, 2005
AY829836 33,900
AY829849 desconhecida
AY829846 16,300
Lipocalinas AY829833 20,600 Transcriptoma Veiga et al, 2005
AY829856 13,500
AY829809 desconhecida
Serpinas AY829814 50,200 Transcriptoma Veiga et al, 2005
AY829815 41,600
AY829816 desconhecida
AY829817 desconhecida
AY829847 desconhecida
Qutros inibidores de AY829810 14,600 Transcriptoma Veiga et al, 2005
proteases AY829811 41,800
AY829812 8,600
AY829813 7,300
AY829839 7,200
AY829835 8,000
AY829837 4,100

ND: néo disponivel

A protease ativadora de protrombina isolada da toxina da lagarta Lonomia

obliqua (LOPAP), possui agdo pro-coagulante e acéo citoprotetora em células do
endotélio humano (Reis, C. V. et al., 2001; Waismam et al., 2009). A administracdo
intravenosa de LOPAP purificado em ratos reproduz a sindrome hemorragica visto
em pacientes humanos, sugerindo que LOPAP desempenha um papel importante no
envenenamento por Lonomia obliqua. Dependendo da dose administrada, LOPAP
pode provocar uma inibicdo dependente da dose de coagulagéo, provavelmente
devido ao esgotamento do fibrinogénio, em vez de deplecdo de plaquetas (Reis, C.

V. et al., 2001). Estudos in vitro demonstraram que LOPAP nédo tem um efeito direto
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sobre a fungédo das plaguetas, uma vez que LOPAP nao afetou a agregacao de
plaquetas induzida pelos varios agonistas (Chudzinski-Tavassi et al., 2001).

O veneno, em doses baixas e ndo hemorragicas, tem uma acdo pro-
inflamatoéria sobre as células endoteliais, promovendo reorganizacdo do
citoesqueleto, aumentando a adesao local e a expressao de moléculas responséaveis
pelo aparecimento de uma resposta vascular inflamatoria (Nascimento-Silva et al.,
2012). Estudos sugerem que LOPAP, atua na preservacao celular, visto que regula
a expressao de moléculas como 6xido nitrico (NO) e evita a morte celular (Fritzen et
al., 2005). O componente Losac, além da sua atividade pré-coagulante, também
funciona como um fator de crescimento e um inibidor da morte celular de células
endoteliais. Possivelmente, o t-PA (tissue plasminogen activator) e o NO estimulado
pela Losac induz a preservacao celular, uma vez que a liberacao de t-PA e de NO
pode inibir a apoptose e induzir a proliferacdo de células endoteliais (Alvarez Flores
et al., 2006).

Uma vez que estudos demonstram que o veneno de Lonomia obliqua causa
hemorragia, é possivel que o veneno altere o comportamento das células

endoteliais, com potencial de interferir com os eventos relacionados a angiogénese.

1.4 Estrutura dos vasos sanguineos

O endotélio que reveste 0s vasos sanguineos regula a passagem de proteinas,
solutos e liquidos, bem como células inflamatérias. As células endoteliais formam
juncBes aderentes que permitem o endotélio funcionar como uma barreira
semipermeavel. As jungBes aderentes sdo ligacdes homofilicas formadas através de
VE-caderinas, as quais sdo moléculas de adesdo do endotélio vascular (VE)
dependentes de calcio (Caderina) que restringem a passagem de proteinas
plasmaticas de raio superior a 3nm (Bazzoni and Dejana, 2001; Mehta and Malik,
2006). As células endoteliais também expressam caderina neuronal (N-caderina), as
quais induzem interacdes das células endoteliais com células do mdusculo liso e
pericitos (Gerhardt et al., 2000).

A VE-caderina tem um papel fundamental na manutencdo da integridade
vascular (Figura 12). Durante o desenvolvimento do embrido, a VE-caderina €

necessaria para a organizacdo de um sistema vascular estavel. No adulto controla a
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permeabilidade vascular

e inibe o crescimento vascular desenfreado. Os

mecanismos de agdo da VE-caderina sdo complexos e incluem a remodelacdo e

organizacao do citoesqueleto da célula endotelial e a modulacdo da transcricdo de

genes (Tabela 7) (Dejana and Orsenigo, 2013; Dejana and Vestweber, 2013;

Giannotta et al., 2013).

Cytoskeleton interactions
-a-catenin
- .‘:I-:;Inl:n Signaling from junctions
- eplin - VEGFR2
- tubulin - TGFfi-R complex
e -FGF-R1
Weak junctions f - CCM complex
-Sre | - DEP-1
i amtiog | - VE-PTP
-FAK - Tiam
= «PTP-n
- vinculin
- Csk
- SHP2

Figura 12. Multiplas funcdes de juncdes aderentes em células endoteliais. Extraido de Giannotta,

2013.

Tabela 7. InteragBes funcionais da VE-caderina e Jun¢Oes Aderentes. Adaptado de

Giannotta et al., 2013.

Interacao Funcéo

B-catenina Arquitetura de juncéo e de sinalizagao

p120 VE-caderina de estabilizacao e de sinalizagao
Placoglobina Arquitetura de juncéo e de sinalizagao

a-catenina, a-actinina, eplina, N-
WASP
Tiam

Rap1, Rafl, MAGI
VE-PTP
PTP1B, PTP2A, SHP2, DEP-1,

RPTP
Csk

PAR3/PAR6/aPKC

CCML/Kritl

VEGFR2

FGF-R

TGFB-R

B-arrestin1,B-arrestin2, Caveolinl
PECAM

PI3 kinase, Akt, Shc

Src, FAK

Ancoragem do citoesqueleto e organizacdo

Ativacdo de RAC, estabilidade da jungdo

Estabilidade da juncao e maturacéo

VE-caderina desfosforilagéo, controle da permeabilidade, diapedese de
leucécitos

Controle da permeabilidade

Ativacao de Src, inibigdo do crescimento celular
Polaridade celular, formagéo do limen

Polaridade celular, estabilidade da jungéo

Inibidor de crescimento celular, controle de permeabilidade
Motilidade e crescimento celular

Inibic&o da motilidade

Permeabilidade da juncéo

Sensor mecéanico

Transdugéo de sinal

Aumento da permeabilidade

33



1.5 Angiogénese

7

O crescimento de novos vasos a partir de capilares pré-existentes €
denominado angiogénese, um processo altamente regulado que depende do
equilibrio entre os fatores estimuladores e inibidores de angiogénese (Tabela 8). Em
condicdes fisioldgicas, a angiogénese estad envolvida principalmente no
desenvolvimento embrionario, na cicatrizagdo de feridas e na ovulagdo. No entanto,
varias doencas, tais como cegueira diabética, degeneracdo macular relacionada a
idade, artrite reumatoide, psoriase e cancer sao consideradas como sendo
angiogénese dependentes. O processo de angiogénese envolve ativacao,
proliferacdo, migracdo e surgimento de células endoteliais (Folkman, 1985;
Carmeliet, 2005).

As células endoteliais quiescentes (Figura 13A) tém um longo tempo de meia
vida, ja que sao protegidas de agressbes por acao autécrina de sinais de
manutencdo como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), NOTCH,
angiopoeitina-1 (ANG-1) e fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs). Além
disso, As células endoteliais sdo equipadas de sensores de oxigénio e, em hipoxia,
h& a inducéo de fatores como: prolil hidroxilase dominio 2 (PHD-2) e fator indutor de
hipéxia 2a (HIF- 2a), os quais permitem aos vasos reajustarem sua forma para
melhorar o fluxo sanguineo (Carmeliet and Jain, 2011).

Neste estado quiescente, a monocamada de células endoteliais forma uma
superficie resistente, interligadas por moléculas de juncdo como VE-caderina e
claudinas. Essas células sdo encobertas por pericitos, que suprimem a proliferacéo
celular endotelial e a liberacdo de sinais de sobrevivéncia celular como VEGF e
ANG-1. Em repouso, células endoteliais e pericitos produzem uma membrana basal
comum (Figura 6A). Quando um vaso quiescente recebe um sinal angiogénico,
como VEGF, VEGF-C, ANG-2, FGFs ou quimiocinas, liberado por hipodxia,
inflamacéo ou células tumorais, 0s pericitos sdo 0s primeiros a deixar 0 vaso (em
resposta a ANG-2), sendo liberados da membrana basal através da degradacéo
proteolitica mediada por metaloproteinases de matriz (MMPSs). As células endoteliais
afrouxam suas juncdes, principalmente através da modulacdo da proteina VE-
caderina, resultando no surgimento de vaso nascente (Figura 13B). Apos, o VEGF
aumenta a permeabilidade da camada de células endoteliais, causando o

extravasamento de proteinas plasmaticas e estabelecendo uma plataforma
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temporéaria na matriz extracelular (MEC). Em resposta a sinalizacdo das integrinas,
células endoteliais migram para esta superficie da MEC. Proteases liberam
moléculas angiogénicas na MEC como VEGF e FGF, assim remodelando a MEC e
originando um meio angio-competente (Avraamides et al., 2008; Carmeliet and Jain,
2011; Herbert and Stainier, 2011b; a).

Para formar um tubo perfundido e prevenir que as células endoteliais movam-
se em massa ao sinal angiogénico, uma célula endotelial conhecida como “célula da
ponta” (Figura 13C) é selecionada para guiar as demais células a presenca dos
fatores pro- angiogénicos. As células vizinhas as da extremidade assumem posicdes
subordinadas como as ceélulas do broto, as quais dividem-se para alongar o broto e
estabelecem um lumen (mediados por VE-caderina, CD34, sialomucinas, VEGF). As
células da ponta sdo equipadas com filopddios para detectar sinais de orientacéo
ambientais, tais como efirinas e semaforinas, enquanto as células do broto liberam
EGFL7 (Fator de crescimento epidermal dominio 7) dentro do MEC para transmitir
informacdes para células vizinhas sobre suas posicdes, resultando no alongamento
do broto. Nesta regido a inducdo de hipoxia programada, conduzida por Fator
indutor de hipéxia alfa 1 (HIF-1a), torna as células endoteliais responsivas a sinais
angiogénicos. Células mieldides auxiliam na fusdo com o outro ramo do vaso,
permitindo o fluxo sanguineo (Carmeliet and Jain, 2011; Herbert and Stainier,
2011b).

O vaso deve se tornar maduro e estavel para se tornar funcional (Figura 13 D).
As células endoteliais retornam ao estado de quiescéncia e sinais como o fator de
crescimento derivado de plaquetas-B (PDGF-B), ANG-1, Fator de crescimento
transformante B (TGF-B), eferina- 2 e NOTCH fazem com que as células tornem-se
cobertas por pericitos. Inibidores de proteases conhecidos como inibidores teciduais
de metaloprotease (TIMPSs) e inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1) causam
a deposicdo da membrana basal e as juncdes séo reestabelecidas para garantir a
distribuicdo do fluxo ideal (Carmeliet, 2000; Carmeliet and Jain, 2011).
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A) Vaso Quiescente B) Selegao da " célula ponta”
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Figura 13. Processo de angiogénese. A) Na auséncia de estimulos pré-angiogénicas, células
endoteliais (EC) sdo mantidas num estado de repouso. Além disso, a homeostase das EC é mantido
pelo baixo do nivel de sinalizagdo do fator de crescimento endotelial vascular autdcrino (VEGFA). B)
Durante a angiogénese, ha sinalizacéo de elevados niveis de fatores prd-angiogénicos exdgenas (por
exemplo, VEGFA e VEGFC) e do receptor de VEGF (VEGFR2 ou VEGFR3) da “células ponta” (CP)
para germinagdo. Por outro lado, a sinalizagdo Notch inibe as EC adjacentes as CP. O
comportamento de CP brotando é facilitado pelo afrouxamento mediado por caderina; removendo as
juncdes celulares das células endoteliais, a metaloproteinase da matriz media a degradagéo da matriz
extracelular (MEC) e o desprendimento de pericitos. C) O Brotamento das células ponta é guiado por
gradientes de fatores de crescimento . Durante o alongamento do broto, as células da ponta sao
seguidas por células endoteliais, que mantém a conectividade com vasos parentais. D) Novos vasos
perfundidos sdo posteriormente estabilizado por fator de cresciemento derivado de plaquetas e
recrutamento de pericitos, o reforco dos contatos células a células e a deposicdo de uma MEC

permite restabelecer o fenotipo endotelial de repouso. Adaptado de Herbert e Stainier, 2011.
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Tabela 8. Ativadores e inibidores da angiogénese. Adaptado de Carmeliet e Jain, 2000.

Ativadores da angiogenése

Funcéo

Membros da familia VEGF

VEGFR , NRP-1

ANG leTIE 2

PDG-F e receptores

TGF-B1, endoglina, receptor de TGF- 3
FGF, HGF, MCP-

Integrins ayBs, avfs, ovsP1

VE-caderina; PECAM (CD31)
Efrinas
Ativador de plasminogénio, MMPs

PAI-1

NOS; COX-2
AC133
Quimiocinas
Id1/1d3

Estimulam angio/vasculogénese, permeabilidade,
adesdo de leucécitos

Integrante angiogénico e sinais de sobrevivéncia
Estabiliza os vasos e inibidor de permeabilidade
Recruta células musculares lisas

Estimula a producéo da matriz extracelular
Estimulam angio/ arteriogéneses

Receptores macromoleculares de matriz e
proteinases

Moléculas da juncéo endotelial

Regula a especificagdo arterial/venosa
Remodela matriz, libera e ativa fatores de
crescimento.

Estabiliza vasos nascentes

Estimula a angiogéneses e vasodilatacdo
Regula a diferenciagdo dos angioblastos

Papel pleiotropico na angiogéneses

Determina a plasticidade endotelial

Inibidores da angiogenése

Funcéo

VEGFR-1; VEGFR-1 solGvel ; NRP-1 soltvel
ANG 2

Angiostatina e plasminogénio relacionado a kringles

Endostatina (fragmentos de colageno XVIII)
Vasostatina; calreticulina

Fator plaquetario 4

TIMPs; inibidor de MMP; PEX

Meth-1; Meth-2

IFN-a, -B, -y; IP-10, IL-4, IL-12, I1L-18
Protrombina; fragmentos de antitrombina Ill
Prolactina (M;, 16K)

VEGI

Fragmentos de SPARC

Fragmentos de osteopontina

Maspina

Canstatina, restina

Deprime VEGF, VEGF-B, PIGF

Antagonista do ANG 1

Suprime 0 angiogéneses tumoral

Inibe a sobrevivéncia endotelial e migragdo
Inibe crescimento endotelial

Inibe liga¢éo de bFGF e VEGF

Suprime a angiogéneses patoldgica
Inibidores contendo MMP, TSP e dominios de
desintegrina

Inibe a migragéo endotelial

Suprime o crescimento endotelial

Inibe bFGF/VEGF

Modula crescimento celular

Inibe a ligagdo endotelial e a ativagdo do VEGF
Interfere na sinalizagao da integrina

Inibidor de proteases

Inibe a proliferacdo celular e induz a apoptose
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1.5.1 Efeitos dos venenos sobre a angiogénese

Entre as proteinas presentes em venenos € possivel classificar aquelas com
propriedades enzimaticas e aquelas ndo-enziméticas. As enzimas contribuem para
os efeitos letais ou extenuante dos venenos. As ndo-enzimaticas contribuem
principalmente para imobilizacdo da presa. Essas proteinas capazes de interferir em
processoso fisiolégicos, através da ligagdo em receptores especificos, canais de
ions ou proteinas plasmaticas. Estudos tém procurado identificar e caracterizar
varios agentes potencialmente capazes de iniciar a resposta apoptoética. Observou-
se gue os venenos de algumas espécies de serpentes possuem componentes
capazes de tal mecanismo (Yeh et al., 2000; Swenson et al., 2007; Ramos et al.,
2008; Mccleary, R. J. and Kini, R. M., 2013).

Alguns componentes se destacam no processo de angiogénese como:
desintegrinas, metaloproteases de veneno de serpente (SVMPs), fosfolipase A,
(PLA2) e as oxidases de L-amino &cido, que sao capazes de iniciar apoptose das
células endoteliais de diferentes maneiras. As PLA; de veneno de serpentes exibem
uma grande variedade de efeitos farmacoldgicos interagindo no processo fisioldgico
normal (Valentin and Lambeau, 2000; Bazaa et al., 2010).

Vérios estudos tém sugerido um papel crucial para a sinalizacao via integrinas
na regulacao da formacao do tubo capilar, ampliando os mecanismos pelos quais as
integrinas regulam a angiogénese (Akalu et al., 2005; Chaisakul et al., 2016).
Desintegrinas sao pequenos peptideos derivados da clivagem proteolitica das
metaloproteinases de venenos de serpentes, 0s quais contém sequéncias
tripeptidicas semelhantes a muitos componentes da matriz extracelular. Algumas
sdo conhecidas principalmente por inibir o processo de angiogénese mediado por
células endoteliais, como por exemplo, os peptidios que contém sequéncias do
aminoacido arginina-glicina-aspartico, lisina-treonina-serino, ou arginina-treonina-
serino. (Marcinkiewicz et al., 2003; Olfa et al., 2005). As desintegrinas presentes nos
venenos de serpentes podem ser divididas em subfamilias de acordo com a sua
estrutura, bem como sua fungéo (Marcinkiewicz, 2005 ). Sendo as integrinas um dos
mediadores da adesao celular, elas podem potencializar o processo de
angiogénese, ja o uso de desintegrinas constitui acao especifica sobre a inibicdo

destes processo (Vyas et al., 2013).
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Existe uma variedade de proteinas com atividades antiangiogénicas. Como a
proteina denominada Lebein, a qual é isolada do veneno de serpente Macrovipera
lebetina. Sendo uma desintegrina heterodimérica, caracterizada como um inibidor da
agregacdo de plaquetas. Ele inibe o processo de neovascularizacdo induzida por
VEGF nas moléculas de adeséao celular (CAM) embrionarias, pois reduz a expressao
de dois estimuladores de angiogénese (fator endotelial de crescimento vascular
(VEGF) e neuropilina 1 (NRP1)) (Chaisakul et al., 2016; Zakraoui et al., 2016). Assim
como, contortrostatina € uma desintegrina do veneno de serpente Agkistrodon
contortrix. Possui atividade antiangiogénica através da degradacdo da actina do
citoesqueleto e alteracdo da distribuicdo de VE-caderina nas células endoteliais, o
gue leva a inibicdo da migracdo das células endoteliais no processo de angiogénese
(Golubkov et al.,, 2003; Swenson et al.,, 2005). Como também a melitina um
componente do veneno das abelhas. Também apresenta propriedades
antiangiogénicas, pois inibe a proliferagéo induzida por VEGF-A e assim suprime a
formacdo de novos tubos vasculares (Gajski and Garaj-Vrhovac, 2013; Liu et al.,
2016). Ja as hemilipinas, HI-P11 e HL-P13, sdo proteinas presentes no veneno do
escorpido Hemiscorpius lepturus. Ambas proteinas séo fosfolipases A2 (PLA2s) com
diferentes func¢des na atividade antiangiogénica; os efeitos dessas proteinas podem
varias dependendo da linhagem celular utilizada. Por exemplo, inibem a migragao
celular na linhagem HUVEC e afetam a adeséo celular na linhagem HPAEC (Jridi et
al., 2015; Jridi et al., 2016).

Os estudos em vendmica possibilitam a identificacdo de proteinas envolvidas
na fisiopatologia dos envenenamentos de animais no intuito de desvendar os
mecanismos de acdo e origem dos efeitos téxicos. Isto é realizado através do
isolamento de proteinas, seguido por sua caracterizacdo bioquimica e sua atividade
biolégica. Esta abordagem tem sido bem sucedida para proporcionar uma maior
compreensao da atividade dos componentes ativos (Gallagher et al., 2003; Andrade-
Silva et al., 2016). Até o momento, ndo existem artigos relacionados os efeitos do

veneno de Lonomia obliqua sobre o processo de angiogénese.
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2 Hipotese

O veneno de Lonomia obliqua apresenta peptideos bioativos capazes de alterar
o comportamento das células endoteliais.

3 Objetivo

Analisar os efeitos do veneno de Lonomia obliqua sobre a angiogénese e

caracterizar os principais elementos relacionados a este efeito.

3.1 Objetivos especificos

» Analisar os efeitos do veneno de Lonomia obliqua sobre diferentes etapas do

processo de angiogénese in vitro
» |solar os peptideos presentes no veneno da Lonomia obliqua.

» |dentificar os principais peptideos do veneno relacionados a angiogénese.
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4 Artigo Cientifico

Os resultados obtidos durante o mestrado foram agrupados em um artigo intitulado
‘Lonomia obliqua venom affects human umbilical vein endothelial cell line
(HUVEC) migration and cell-cell adhesion in vitro ”, a ser submetido ao periédico
Archives of Toxicology (Fator de impacto 2015 = 6.637) no formato de research
article. Minha participacéo foi tanto na escrita do artigo, quanto na execucao dos

experimentos.
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