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RESUMO

As aranhas e os homens tém compartilhado os mesmos habitats desde que
os seres humanos existem. Elas ocuparam um espacgo especial nos mitos e cultura
popular, devido aos seus habitos enigmaticos, seu aspecto fisico, seu
comportamento predatorio e sua aparente potencial letalidade. Contudo, embora sua
diversidade biologica e ecologica seja imensa (40.000 espécies descritas e
provavelmente mais de 100.000 ainda nao descritas), apenas poucas espécies
representam um problema médico real. As espécies mais perigosas sao:
Lactrodectus (viava negra), Loxosceles (aranha marrom) e Phoneutra (aranha da
banana) as quais sdo responsaveis por casos de envenenamentos severos. Como
dado, apenas trés generos, Atrax, Lactrodectus e Loxosceles, sao reconhecidos
como responsaveis por morte em humanos.

Devido a potencial capacidade de injuria para humanos e sua particular
ocorréncia em Curitiba e Regido Metropolitana com um problema endémico, nés
tentamos neste trabalho caracterizar bioquimicamente as proteinas de baixa massa
molecular no veneno de Loxosceles intermedia e tentamos associa-las a atividades
descritas no loxoscelismo.

Podemos considerar que 40% do veneno da aranha marrom € composto por
proteinas de baixa massa molecular (<15kDa). Pudemos separar estas moléculas
dos outros componentes do veneno por cromatografia de baixa pressido. Estes
compostos foram classificados em dois grupos diferentes. O primeiro foi
caracterizado como peptideos com massa molecular entre 15-3kDa, sem
glicosilagdo e sem atividade enzimatica (denominado pico Ill). O segundo grupo
pode ser caracterizado como substancias com massas moleculares menores que
1kDa, e ensaios de espectrometria de massa sugeriram que estas moléculas sejam

oligopeptideos (pico V).



A fim de descrever alguma atividade bioldégica destas duas classes de
moléculas, realizamos ensaios histolégicos e farmacologicos. Os ensaios
histoldgicos realizados na pele de coelho demonstraram atividade hemorragica das
proteinas de baixa massa molecular (15-3kDa) e nenhuma atividade dos
oligopeptideos (<1kDa). Os ensaios da atividade geral em campo aberto foram
realizados para buscar alguma atividade farmacolégica do veneno total e das
moléculas de baixa massa. Este teste foi realizado em camundongos usando
veneno eletroestimulado (0,5mg/kg and 0,75mg/kg) e amostras representativas do
pico Il (0,26mg/kg) e do pico IV. Os dados colhidos mostraram que nos cinco
parametros testados, o veneno alterou quatro. Os componentes do pico Il ndo
alteraram nenhum e as substancias do pico IV alteraram trés deles. Todas estas
alteragbes foram no Sistema Nervoso Central causando depresséo.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo compativeis com os relatos clinicos
dos acidentes loxoscélicos em humanos. E com eles estamos tentando dar
informagbes adicionais para o entendimento, diagnéstico e tratamento no acidente
com a aranha marrom. Além do mais os venenos de aranhas podem ser uteis no

desenvolvimento de ferramentas bioldgicas.



ABSTRACT

Spiders and humans have been sharing habitats for as long as humans have
existed. They have long held a special place in popular myths and folklore, due to
their secretive habits, physical aspect, predatory behavior, and their perceived
potential lethality. Nevertheless, although their biological and ecological diversity is
immense (c.a. 40.000 described species and probably more than 100.000 not yet
described), very few species represent a true medical problem. The most dangerous
species are: Lactrodectus (black widows), Loxosceles (brown spider) and Phoneutra
(banana spider) which are responsible for many severe envenomation cases. To
date, only the three genera Atrax, Lactrodectus and Loxosceles are recognized as
responsible for human death.

Due to Loxosceles potential harmfulness to humans and its particular
occurrence in Curitiba and Metropolitan Region as an endemic problem, we tried in
this work to characterize biochemically the low mass proteins on Loxosceles
intermedia venom and tried to associate them to biological activities described on
loxoscelism.

We can considered that 40% of brown spider venom is composed by low
mass proteins (<15kDa). We were able to separate them from the other components
of venom by low-pressure chromatography. These compounds were classified on two
different groups. The first one was characterized as peptides with molecular mass
between 15-3kDa, without glycosilation and with no enzymatic activity (named peak
lI1). The second group could be characterized as substances with molecular mass
under 1kDa, and mass spectrometric assays suggested that these molecules are
oligopeptides.

In order to describe some biological activity of these two classes of molecules,

we performed histological and pharmacological assays. Histological assays



performed on rabbit skin showed some haemorrhagic activity of low mass proteins
(15-3kDa) and no activity of oligopeptides (<1kDa). General activity assays on open
field was performed to look for some pharmacological activity of crude venom or low
mass molecules. We performed this assay on mice using electrostimulated venom
(0,5mg/kg and 0,75mg/kg), a pool of peak lll (0,26mg/kg) and a pool of peak IV. Data
showed that on five parameters tested venom altered four, peak lll did not altered
anyone and peak IV substances have changed three of them. All these alteration
were on Central Nervous System causing depression.

The data obtained in this work are compatible with clinical reports on
loxoscelism accidents on human. And with them we are trying to give some additional
information for understanding, diagnosis and treatment of brown spider accident.

Furthermore spider venoms can be useful for development of biotechnological tools.



1 INTRODUGAO

Em fungdo do quadro epidemioldgico relacionado a envenenamentos por
aranha marrom (género Loxosceles) que acometem principalmente a Regido Sul do
Brasil e em especial o Estado do Parana torna-se de grande importancia o
desenvolvimento de conhecimento cientifico sobre o veneno deste animal, bem
como o aprendizado técnico-cientifico que forneca solugbes para esta endemia. E
ainda tal conhecimento pode ser fundamental se direcionado para o
desenvolvimento biotecnolégico de ferramentas bioldgicas e/ou medicamentos tendo
como origem estas toxinas e/ou produtos oriundos dos venenos deste género de

aracnideo.

1.1 Aranhas

As aranhas e os seres humanos tém compartiihado os mesmos habitats
desde que os homens existem sobre a Terra. Devido a esta convivéncia as aranhas
evocaram inumeras e variadas respostas das pessoas, incluindo fascinagéo,
preocupacdo, e como os aracnéfobos podem atestar, terror debilitante. Elas
asseguraram um lugar na mitologia de muitas culturas ao redor do mundo, bem
como na cultura popular atual o que se pode comprovar por can¢des de roda e
filmes de terror.

As aranhas sdo um grupo antigo, com o fossil mais velho ja encontrado
datando de 300 milhGes de anos atras no Periodo Carbonifero. Excluindo-se os
insetos, as aranhas s3o os mais bem sucedidos invertebrados terrestres com mais
de 40.000 espécies tendo sido descritas por todo o globo terrestre (PLATNICK,
1993), sendo que provavelmente existam mais de 100.000 espécies ainda nao
descritas (ESCOUBAS et al., 2000).

Sao animais que dentro da classificacdo taxonémica pertencem ao grupo dos

artrépodes terrestres, classe dos aracnideos, a qual é a segunda no numero de



espécies, sendo que as aranhas compdem seu maior subgrupo (RUPPERT E
BARNES, 1996).

Do ponto de vista morfoldgico, possuem o corpo dividido em dois segmentos,
o cefalotérax (unido entre cabecga e térax) e o abdémen; quatro pares de patas;
apresentam queliceras e pedipalpos e podem possuir até oito olhos (RUPPERT E
BARNES, 1996).

Ha dois grupos principais de aranhas: o Orthognatha ou migalomorfa (aranha
primitiva ou aranha “trapdoor”) cuja quelicera se projeta a frente partindo do
cefalotérax enquanto as presas posicionam-se para baixo e existe também o grupo
Labdognatha ou araneomorfa, no qual os representantes possuem as queliceras
posicionadas verticalmente e que conjuntamente com as presas se movem
lateralmente como pingas (RASH E HODGSON, 2002). Dentro deste grupo insere-se
a aranha marrom.

Distribuem-se em praticamente todos os habitats e podem estabelecer-se
numa grande variedade de ambientes naturais e domésticos. Por serem carnivoras
alimentam-se de insetos e tém papel importante no equilibrio ecolégico (BARBARO
et al, 1995, RUPPERT E BARNES, 1996; SOERENSEN, 1996). A maioria das
aranhas se alimenta predominantemente de insetos e outros artropodes, contudo
existem algumas espécies maiores que podem capturar e comer sapos, lagartos,
cobras, pequenos passaros e roedores. A presa € emboscada e agarrada com as
presas (aranha cagadora) ou capturada numa armadilha (aranhas construtoras de
teias). Qualquer que seja 0 método de captura o ultimato de morte da caga € a
injecdo do veneno. Uma vez a presa controlada, todas as aranhas comegam a
digestdo extracorporeamente, regurgitando o suco digestivo sobre ou dentro da
vitima, sugando em seguida o alimento liquefeito com auxilio de seu estdmago que
tem grande capacidade de suc¢do (RUPPERT E BARNES, 1996).

Apesar do grande numero de espécies ja descritas este numero representa

apenas uma parte do numero real, sendo que apenas 100 das espécies descritas



parecem ter alguma periculosidade ao homem (BARBARO et al., 1995; RUPPERT E
BARNES, 1996). Dados mais recentes ja citam 40.000 espécies de aranhas
devidamente classificadas, mas com o veneno de apenas algumas dezenas delas
bem estudados (GRISHIN, 1999).

As espécies mais perigosas de aranhas sdo encontradas no grupo das
Labidognathas (araneomorfas): Latrodectos (viuva negra — Theridiidae), Loxosceles
(aranha violino ou aranha marrom — Loxoscelidae), Phoneutra (aranha banana —
Ctenidae), as quais sao responsaveis por muitos casos de envenenamentos graves
e registros de obito. Muitas outras familias sdo consideradas perigosas,
Segestriidae, Agelenidae, Salticidae, Gnaphosidae, Thomisidae, Heteropodidae,
Clubionidae e Lycosidae, embora a maioria das notificagbes de envenenamentos
ndo seja adequadamente documentada. Notificagbes relacionadas com acidentes
envolvendo estas espécies devem ser cuidadosamente consideradas a luz do
polimorfismo natural da sindrome causada por este tipo de envenenamento e a
incerteza da identificacdo taxondémica. Como dado, apenas trés géneros, Afrax,
Lactrodectus e Loxosceles sdo apontados como responsaveis por acidentes

culminando em ébito em humanos (ESCOUBAS et al., 2000).
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1.2 Queliceras e Glandulas Produtoras de Veneno

Segundo alguns autores, o veneno é produzido por glandulas apdcrinas,
situadas no cefalotérax, que se comunicam com o exterior através de dois ductos
que desembocam no aparelho inoculador, constituido por um par de queliceras
(GAJARDO-TOBAR, 1966; MARTNEZ-VARGAS, 1987). As queliceras situam-se na
parte anterior do cefalotérax e possuem papel comparavel as mandibulas dos
insetos, porém de origem diferente. S30 constituidas por dois segmentos, um basal,
largo e robusto e um terminal, em forma de ferrdo ou garra. S4o soldadas na base e
medem aproximadamente 0,3 mm de comprimento e seus ferrdes fortemente
recurvos nao ultrapassam trés décimos de milimetro (BRAZIL E VELLARD, 1925;
BUCHERL, 1972).

Todas as espécies do continente americano que podem causar acidentes
humanos que necessitam de tratamento médico especializado pertencem a
subclasse Araneomorphae (BRAZIL E VELLARD, 1925; SOERENSEN, 1996).

Nas aranhas migalomorfas, as glandulas s3o livres, sem aderéncia aos
orgdos vizinhos e nas araneomorfas, elas se encontram rodeadas por massas
musculares, partindo do térax até as patas anteriores. O canal excretor abre-se um
pouco antes da extremidade do ferrdo das queliceras, por um pequeno orificio de
forma variavel (BRAZIL E VELLARD, 1925). A musculatura das aranhas forma feixes
estriados, sendo bem desenvolvida no cefalotérax. Grande parte dos musculos das
araneomorfas serve para movimentar as extremidades das queliceras e as duas
glandulas de veneno (BUCHERL, 1972).

Alguns autores descrevem uma faixa bem definida entre as fibras musculares
(compostas por fibras estriadas em diversas espécies) e a superficie do epitélio
secretor. Esta faixa foi denominada membrana basal ou de suporte (BORDAS, 1905)
e é composta por uma membrana basal de tecido conectivo (REESE, 1944) e uma

membrana peritonial (BARTH, 1962). Segundo REESE (1944) a membrana basal é



sempre distinta, pois varia consideravelmente de espessura antes e apds a
secrecao.

As células epiteliais sdo excretoras, com nucleo perto da base e a membrana
basal € de tecido conectivo, seguida de uma musculatura geralmente composta de
fibras circulares envolventes e longitudinais, pelas quais penetra o nervo glandular.
O corpo glandular tem sempre o aspecto de um saco. O Iimen central da gléndula
serve como reservatorio das substancias venenosas elaboradas. Para a completa
eliminagdo do veneno no ato da picada, existem no cefalotérax e no articulo basal
das queliceras, dois feixes musculares que puxam para frente o fundo do saco
glandular, ao mesmo tempo em que os feixes circulares o comprimem (BUCHERL,
1972).

Para as aranhas do género Loxosceles, a organizagdo das glandulas de
veneno segue a arquitetura geral das glandulas de veneno das aranhas em geral,
onde o epitélio secretor é revestido por uma membrana basal e rodeado por uma
espessa musculatura (JUNQUA E VACHON, 1968; BUCHERL, 1972; FOIL et al.,
1979). Um exame mais apurado das glandulas de veneno da L. infermedia mostra
que elas tém duas camadas de fibras musculares estriadas, uma externa e uma
interna que toca na estrutura mais interior que separa a regido muscular da regiéo
epitelial das glandulas de veneno. Este epitélio é simples glandular secretor, com
células mononucleadas com os nucleos alinhados perifericamente préximo ao tecido
que separa as células epiteliais das musculares. O citoplasma das células epiteliais
€ arranjado lado a lado, contendo projegbes para o lumen das glandulas o que
sugere hiperatividade. O lumen das glandulas é rico em vesiculas secretoras

contendo veneno (DOS SANTOS et al., 2000).

1.3 Composicao do Veneno de Aranhas
Ao levarmos em consideragdo que as aranhas sdo seres mais complexos em

relagdo aos seus ancestrais e a pouca capacidade destes terem minimas chances



de sobreviver se os analisarmos morfologicamente, é possivel gue o uso de veneno
tenha sido desenvolvido primitivamente (BETTINI E BRIGNOLI, 1978).

O primeiro propésito do veneno das aranhas é paralisar ou matar a presa,
mas ele também pode ter papel na pré-digestdo da suposta refeicdo. Pode ser que
0s venenos ainda tenham fungéo defensiva contra predadores. Na verdade ja foi
sugerido que as aranhas n&o injetariam veneno durante a subjugacdo da caca, mas
apenas em manobras defensivas (MINTON, 1974). Qualquer que seja a funcdo
integral dos venenos eles foram mais eficazes do que o uso da teia (BETTINI E
BRIGNOLI, 1978).

Em geral os venenos de aranhas, especialmente os de tarantulas
(Araneae:Theraphosidae, Licosa ssp), sdo liquidos claros incolores facilmente
soluveis em dgua (BUCHERL, 1971; NORMENT E FOIL, 1979; MINTON, 1974), tém
pH que vai do neutro ao alcalino. A variante esta dentro do grupo dos migalomorfos:
Atrax robustus, Dugesiella henzi e Euripelma californicum; todas elas tém venenos
com pH entre 4 — 55 (SCHANBACHER et al., 1973; SAVEL-NEIMANN, 1989). O
veneno das aranhas verdadeiras (araneomorfas) é reportadamente estavel por anos
se secado a vacuo, ja o veneno das migalomorfas é mais higroscopico e liquefaz-se
se deixado em contato com o ar, mas se mantem estavel por alguns meses se
deixado em dessecador a vacuo (BUCHERL, 1971).

A evolucdo equipou os animais pegonhentos com um arsenal complexo de
neurotoxinas que agem contra receptores celulares com requintes de sensibilidade e
seletividade. Os venenos de aranhas s&o multiplamente compostos, de pobre
entendimento sobre sua constituicdo, compreendendo toxinas compostas por
proteinas de alta massa molecular, de baixa massa molecular e toxinas
polipeptidicas, estas ultimas s&o altamente reticuladas por pontes dissulfeto. Em
particular, as interagdes entre as varias classes quimicas presentes nos venenos €
seus respectivos papéis no processo de envenenamento ndo foram bem definidos.

Os componentes de venenos de aranhas podem ser divididos em trés grupos



majoritarios segundo suas caracteristicas bioquimicas: moléculas organicas de baixa
massa molecular (menos de 1.000 Da), polipeptideos (3.000 a 10.000 Da) e
proteinas de alta massa molecular (mais de 10.000 Da) (ESCOUBAS et al.,2000).
As proteinas de venenos de aracnideos incluem proteinas de alta massa
molecular e oligopeptideos com agbes neurotdxicas ou enzimaticas variadas.
Contudo, com excegdo de venenos altamente necréticos como o de Loxosceles, nos
quais as enzimas ja foram bem caracterizadas, a presenga de enzimas em venenos
de aranhas deye ser vista com cautela. Proteases, hialuronidases,
esfingomielinases, fosfolipases e isomerases foram descritas em venenos destes
animais (SCHANBACHER et al., 1973). Porém, em muitos dos casos deve-se
suspeitar de contaminagdo do veneno por saliva ou egesto digestivo, em particular
quando o veneno é colhido por eletrochoque. No género Loxosceles a presenca
destas proteases foi detectada no extrato de glandula de L. infermedia descartando-
se a contaminagao por egesto digestivo, que poderia estar presente na coleta por
eletrochoque (DA SILVEIRA et al., 2002). Este achado comprova a existéncia de tais
moléculas ativas biologicamente nos compartimentos glandulares desta espécie.
Muitas toxinas de alta massa molecular ja foram descritas em veneno de aranhas,
como por exemplo, o género Latrodectus (vilva negra). A alta neurotoxicidade deste
veneno, tanto para invertebrados quanto para vertebrados, é creditada a presencga
de uma familia de proteinas com massa molecular que gira em torno de 110kDa,

chamadas latrotoxinas (HOLTZ E HABENER, 1998)

1.4 Caracteristicas dos Componentes de Baixa Massa Molecular dos Venenos
de Aranhas

GRISHIN (1999) divide quimicamente as moléculas de baixa massa molecular
de venenos de aranhas em dois grupos maiores: as toxinas poliaminicas e as
polipeptidicas. As toxina polipeptidicas sdo subdivididas por suas caracteristicas

funcionais e moleculares em dois grupos majoritarios. O primeiro grupo compreende



peptideos relativamente pequenos, os quais podem interagir com canais iénicos das
membranas excitaveis. O segundo cobre neurotoxinas polipeptidicas de mais alta
massa molecular que se limitam a agir sobre componentes de receptores da
membrana pre-sinaptica intensificando a secreg¢éo dos neuromediadores.

Como constituintes organicos e inorganicos estes venenos contém ions e sais
(Ca®, Na*, K', Mg®, CI"), acidos livres (citrico, latico, diidrofenilacético), glicose,
aminoacidos livres, aminas biogénicas (espermicina, espermidina, putrescina,
cadaverina) e neurotransmissores (glutamato, aspartato, GABA, histamina,
dopamina, serotonina, epinefrina, epinina) (WELSH E BATTY, 1963; CHAN et al,
1975). O papel destes constituintes € desconhecido embora possam potencializar a
acao de neurotoxinas em alguns casos. Podem também representar produtos de
degradagdo de outros componentes do veneno, como resultado do processo de
sele¢do. Qutra classe quimica, as acetilpoliaminas, foi caracterizada pela primeira
vez em venenos de aranhas (ARAMAKI ef al., 1986; TOKI et al., 1990). Apesar de
algumas poliaminas poderem ser toxicas para vertebrados, por administracdo
intracraniana direta, as mesmas parecem ter essencialmente atividade inseticida e
sdo responsaveis pela rapida paralisia observada durante a predagdo. Esta paralisia
& mediada por bloqueio rapido e reversivel da jungdo neuromuscular do inseto, onde
o glutamato € o principal neurotransmissor. ESCOUBAS et al.(1997) mostraram a
presenca destes compostos no veneno de tarantulas da América do Sul.

Quando se trata da presenca de polipeptideos nas toxinas de aranhas, a
vasta maioria apresenta massa molecular entre 3.000 Da e 8.000 Da, altamente
reticulados por varias pontes dissulfeto (ESCOUBAS et al., 2000). O alto numero de
residuos de cisteinas &€ o responsavel pela formagdo de pontes dissulfeto
intramoleculares. O numero destas pontes nestas toxinas varia de 6 a 14. Como
regra geral, as toxinas contendo o mesmo numero de pontes apresentam homologia
estrutural, mas diferem nas suas caracteristicas funcionais. Muitas neurotoxinas de

aranhas afetam a fungao de diferentes canais de calcio, servindo como perfeitas
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ferramentas de pesquisa em experimentos eletrofisioldgicos e/ou bioquimicos. Bem
menos toxinas sao conhecidas com atividade sobre canais de sédio e potassio
(GRISHIN, 1999).

Em combinagdo com as poliaminas, os peptideos parecem representar o
principal arsenal toxico das aranhas. Até os dias de hoje, mais de 60 toxinas
peptidicas ja foram descritas. Parecendo, essencialmente, agirem sobre varios
canais ibnicos de membrana. Eles podem bloquear a liberagdo dos
neurotransmissores por afetarem a exocitose das vesiculas pré-sinapticas e
induzirem modificagbes anormais da transmissdo sinaptica resultando em paralisia
flacida. Alguns peptideos podem também provocar paralisia excitatéria resultante da
atividade paroxistica induzida pela polarizagdo excessiva. A atividade das toxinas
pode também ser especifica para alguns grupos zoolégicos, por exemplo, podem ter
acao sobre insetos e nao ter agdo nenhuma sobre os mamiferos (ESCOUBAS et al.,

2000).

1.5 Género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles pertencem a familia Loxoscelidae, sub-
ordem Labidognatha, ordem Araneida, classe Arachnida e filo Arthropoda
(RUPPERT E BARNES, 1996; SOERENSEN, 1996).

As aranhas deste género recebem também a denominagdo popular de
aranhas marrons por seu colorido uniforme que varia de marrom claro até o marrom
escuro. Variagbes nesta coloragdo podem ajudar a identificagdo de algumas
espécies como a Loxosceles gaucho que apresenta mancha clara ou Loxosceles
laeta mancha escura no cefalotérax. Sado aranhas de pequeno porte. Possuem
comprimento corporal variando de 8 a 15 mm e suas patas medem de 8 a 30 mm.
Os machos diferenciam-se das fémeas por terem corpo menor e pernas

relativamente mais longas do que as fémeas. Possuem seis olhos brancos brilhantes
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reunidos sobre o cefalotérax, em trés grupos de dois, em semicirculo. O cefalotdrax
é baixo, ndo ultrapassando em altura o abdémen (BUCHERL, 1972).

Tém habitos noturnos, sdo sedentarias e ndo agressivas. Preferindo a
escuriddo algumas vivem sob pedras troncos de arvores, restos vegetais, telhas e
tijolos empilhados. Com habitos intradomiciliares podem ser encontradas atras de
quadros e moveis, no meio de roupas, livros, caixas de papeldo e outros objetos.
Constréem teias irregulares semelhantes a algoddo esfiapado. S3o carnivoras
alimentando-se de pequenos insetos. Reproduzem - se com facilidade, mesmo em
ambientes desfavoraveis (BUCHERL E ROSENFELD, 1954: HITE et al., 1960:;
GAJARDO- TOBAR, 1966; SCHENONE E LETONJA, 1975, LUCAS, 1988:
FUTRELL, 1992). Distribuindo-se cosmopolitamente podem estar presentes em
ambientes com temperaturas entre 8 e 43'C. Os acidentes com aranhas marrons
ocorrem principalmente durante as estagcbes mais quentes do ano, primavera e
verdo (SCHENONE E LETONJA, 1975). Ambos os sexos sdo venenosos e podem
sobreviver até 276 dias sem alimento (GERSTCH E ENNIK, 1983; FUTRELL, 1992).

Ao contrario de outros animais peg¢onhentos, como ofidios, escorpibes e
outros quelicerados, a aranha marrom nao é agressiva. A maior parte dos acidentes
loxoscélicos (nome dado ao acidente provocado pela picada da aranha marrom) é
devido a compressao do animal, inadvertidamente, contra a pele no ato de vestir-se,
calcar-se, enxugar-se ou durante o sono (SUAREZ et al, 1971, LUCAS, 1988,
FUTRELL, 1992).

1.6 Distribuigdao geografica das aranhas do género Loxosceles

As aranhas do género Loxosceles da familia Loxoscelidae estdo distribuidas
na América do Sul, América Central, América do Norte, Europa (especialmente na
area do Mediterraneo) e Africa. Existe um grande numero de espécies, incluindo

mais de 17 na Africa, duas na Europa e mais de 50 nas Américas do Norte e do Sul.
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Nos Estados Unidos, apenas, ha pelo menos 13 espécies catalogadas (FUTRELL,
1992).

GERTSCH e ENNIK (1983) fizeram uma revisdo das espécies do género
Loxosceles, que ocorrem no Continente Americano citando 18 espécies para a
América do Norte, América Central e Antilhas e 30 para a América do Sul. No Brasil
ocorrem sete espécies heterogeneamente distribuidas que sdo: Loxosceles gaucho
encontrada em S&o Paulo e Rio Grande do Sul: Loxosceles similis encontrada na
Paraiba, Sdo Paulo e Minas Gerais; Loxosceles adelaide encontrada no Rio de
Janeiro; Loxosceles hirsuta encontrada no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana; Loxosceles intermedia encontrada do Rio Grande do Sul ao Rio de Janeiro;
Loxosceles amazonica encontrada no Amazonas e Cearda e Loxosceles laeta
encontrada nas regides Sul e Leste.

No Sul e Sudeste do pais as espécies L. gaucho, L. laeta e L. intermedia sao

as predominantes.

1.7 Loxoscelismo ou Acidente Loxoscélico

Loxoscelismo é a denominagéo do quadro clinico provocado em individuos
picados por aranhas do género Loxosceles.

Os acidentes loxoscélicos no Brasil comegaram a ser reconhecidos em 1954,
por BUCHERL e ROSENFELD. Posteriormente, outros trabalhos como os de
FURLANETTO (1961) e FURLANETTO et al. (1962) contribuiram para
caracterizagao do género e produgao de soro antiveneno especifico.

No Brasil a freqiéncia de acidentes causados por picada de aranha marrom é
de 36,6% ou 17.785 casos notificados entre 1990 e 1993 (segundo dados do
Ministério da Saude), torna o loxoscelismo o mais importante dos casos de
envenenamento envolvendo aranhas.

Os acidentes se relacionam aos habitos adotados pela aranha marrom, por

isso tendem a ocorrer com maior frequéncia em pessoas do sexo feminino, e os
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locais mais atingidos s&o as regiées proximais dos membros inferiores e superiores
e no tronco, o que caracteriza o acidente como doméstico e ocasionado
principalmente pelo ato de defesa da aranha ao ser comprimida contra o corpo do
individuo, durante o sono ou mesmo no momento de vestir-se (RIBEIRO et al.,
1993).

O quadro clinico provocado por acidentes envolvendo as aranhas do género
Loxosceles pode ser de dois tipos: 0 quadro cutaneo ou dermonecrético (84 - 97%
dos casos) e 0 quadro cutaneo-visceral ou sistémico (3-16% dos casos) (BARBARO
et al., 1992). O desenvolvimento de um quadro ou outro, ou de ambos e a gravidade
do acidente vai depender de alguns fatores relacionados com a espécie da aranha
(Ministério da Saude, 1998), sexo do animal (OLIVEIRA et al., 1999), seu estagio de
desenvolvimento (ANDRADE et al, 1999), quantidade de veneno inoculada, assim
como a idade (SEZERINO et al., 1998) e caracteristicas genéticas do individuo
acidentado (BARRETO et al., 1985), bem como o estado nutricional, local da picada,
susceptibilidade ao veneno e o tempo em que este individuo leva para procurar um
tratamento adequado (GAJARDO-TOBAR, 1966; SCHENONE et al, 1989,
BARBARO et al., 1994).

O quadro cutaneo caracteriza-se por dermonecrose no local da inoculagdo do
veneno (REES et al,,1984). A picada inicial, por ser pouco dolorosa, geralmente
passa desapercebida pelo paciente, apés 2 a 8 horas, a dor pode variar de
moderada a severa e é descrita como dor local do tipo “queimacgao” ou ardéncia.
Pode ser acompanhada por prurido, edema, eritema, sensacdo de mal-estar geral e
podendo em alguns casos ocorrer febre. Em seguida, pode surgir uma lesdo de 1 a
30 cm de didmetro, circundada por halo vermelho e uma zona palida, denominada
placa marmérea (RODRIGUES et al., 1986; FUTRELL, 1992).Apés 3 a 5 dias do
acidente pode ocorrer acumulo de leucdcitos polimorfonucleares, necrose e
formacao de abscesso (SMITH E MICKS, 1970; FUTRELL, 1992). Em alguns casos

a lesdo cutanea necroética evolui em 2 a 6 semanas, com formagéo de uma escara



14

de dificil cicatrizagdo e pode dar origem a sequelas deformantes de importancia
(PIZZI et al. 1957). O ferimento crénico produzido pela picada da aranha marrom
apresenta vasculite mediada por leucécitos, que pode produzir lesbes como
piodema gangrenosa (REES et al, 1985). Esta lesdo pode ter como agente
sinérgico, acentuando sua gravidade, a presenca de microorganismos provenientes
das queliceras, que no momento da picada sdo injetados concomitantemente com o
veneno. Um agente importante de infeccdo secundaria a picada é o Clostridium
perfringens, bacilo gram positivo anaerébio (MONTEIRO et al., 2002).

Nos casos em que ocorre formagdo de Uulcera necrotica ou mancha
gangrenosa de dificil cicatrizagdo e a cura ndo se completa em menos de um més,
no local, como sequela, permanece cicatriz que pode ser desfigurante ou pode até
mesmo causar prejuizo funcional (lesbes mais extensas e profundas com perda
significativa de massa muscular). Nesses casos, uma cirurgia reparadora pode, as
vezes, solucionar tais problemas (FUTRELL, 1992). Em 5% dos casos,
principalmente na face, ocorre uma forma edematosa que ndo € necrética, sendo

caracterizada por extenso processo flogistico (BARBARO et al., 1992b).

QUADRO DERMONECROTICO

ASPECTO INICIAL DA LESAO ASPECTO AVANCADO
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Por razbes Obvias, ndo foram executadas bidpsias consecutivas do
desenvolvimento do loxoscelismo cutdneo em humanos. Porém, as mudangas
histopatologicas informadas incluem edema e espessamento do endotélio dos vasos
sanglineos, presenca de células inflamatérias, vasodilatagdo, coagulagdo
intravascular, degeneragao da parede dos vasos sangliineos, hemorragia dérmica e
até mesmo subcutanea (SMITH E MICKS, 1970; FUTRELL, 1992).

Em estudos realizados em coelhos, com veneno de L. laeta e L. reclusa, as
amostras histopatologicas mostraram apds 3 horas, o acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares ao redor de vénulas e eritrocitos extravasculares sugerindo perda
da integridade vascular. Nas arteriolas, foi verificado somente edema de células
endoteliais. Apés 6 horas, havia edema da derme e epiderme, infiltragdo de
leucdcitos polimorfonucleares nas paredes das vénulas, vasodilatagdo, coagulagéo
intravascular, hemorragia volumosa subcutanea, e até mesmo no musculo, necrose,
vacuolizagdo das paredes das arteriolas e destruicdo da integridade das mesmas.
Apds 48 horas, o infiltrado de leucécitos polimorfonucleares continua crescendo
(SMITH E MICKS, 1970; FUTRELL, 1992). O estudo histopatoldgico detalhado da
dermonecrose induzida por veneno de L. intermedia em coelhos mostra
aparecimento de injuria tecidual a partir de 4 horas apos a injegdo do veneno
chegando a um pico maximo de dano tecidual, inclusive com lise de tecidos mais
profundos que a derme (mionecrose e necrose coagulativa) em 5 dias, com
aparecimento de tecido conjuntivo de reparo (OSPEDAL et al., 2002), além de lesdo
de vasos sanguineos com aparecimento de bolhas no endotélio, fibrinogendlise e
trombose (VEIGA, et al., 2001a; VEIGA, et al., 2001b; ZAENTTI et al., 2002).

O loxoscelismo cutaneo-visceral ou sistémico ocorre com menor frequéncia (3
— 16% dos casos) e € observado apenas nos casos mais graves. As primeiras
manifestagdes aparecem apds 24 horas e os sintomas incluem, além da reagéo
local, astenia, febre, episddios eméticos, alteragdes sensoriais, cefaléia, insbénia e

nos casos mais graves ocorrem convulsdes e coma. Pode também ocorrer prurido
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generalizado e petéquias (MARTINEZ-VARGAS, 1987; SCHENONE et al.,1989:
FUTRELL, 1992; BRAVO et al., 1993).

Nos casos de gravidade ainda maior, as alteragGes no quadro hematoldgico
incluem anemia hemolitica, agregagdo plaquetaria causando trombocitopenia
(BASCUR et al.,1982) e coagulagdo intravascular disseminada (DENNY et al., 1964)
as quais podem determinar diminuicdo do hematécrito, aumento da bilirrubina
indireta e ictericia (SCHENONE E SUAREZ, 1978; REES ef al., 1988; SILVA et al.,
1988; FUTRELL,1992). Outras consequéncias decorrentes do envenenamento
incluem alteraces vasculares nos pulmdes, figado e rins (PIZZI et al., 1957; LUNG
E MALLORY, 2000).

Uma das alteragdes funcionais mais graves, sendo a principal causa de morte
nestes acidentes (Ministério da Saude, 1998) é a insuficiéncia renal aguda (IRA), a
qual caracteriza-se por hemoglobinuria e hematuria, € em casos extremos pode
levar a obstrugdo da luz tubular (IRA oligurica ou nao oligurica) (WASSERMAN E
ANDERSON, 1984; SCHENONE et al,, 1989; FUTRELL, 1992; SESERINO, 1998;
LUNG E MALLORY, 2000).

Esta sindrome nao tem ligacdo alguma com sexo e idade do paciente,
estacdo do ano e seriedade da lesdo cutanea. Nao tem relag&o entre o tamanho e o
tipo da lesdo cutanea e o grau do comprometimento visceral. A reagdo sistémica ndo
€ necessariamente proporcional a reacdo local e vice-versa, uma vez que O0s
sintomas sistémicos podem desenvolver-se antes de alguma reagao local poder ser
notada. A evolugdo dos sintomas esta relacionada & quantidade de veneno
inoculada, localizagdo da picada e a condigdo imunoldgica do paciente (MORAN et
al., 1981; CICARELLI et al., 1983/84; HEREDIA et al., 1989).

A compreensdo molecular do loxoscelismo ainda & bastante incompleta. O
mecanismo pelo qual os venenos loxoscélicos causam a dermonecrose esta sob
investigacdo. PIZZI et al. (1957) fizeram o primeiro estudo sistematico e detalhado

das lesbes histoldgicas produzidas experimentalmente pelo veneno de Loxosceles
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laeta. O estudo das lesGes locais, em cobaias e coelhos, demonstrou a existéncia
precoce de intensas alteracbes vasculares, caracterizadas essencialmente por
vasoconstri¢cao inicial das arteriolas e posteriormente, por vasodilatagdo acentuada.
A parede dos vasos da area afetada foi intensamente comprometida, apresentando
fendbmenos degenerativos e trombdticos. Nas primeiras horas relataram a formagao
de um intenso edema com extravasamento das células sanguineas, inclusive
eritrocitos. O estudo histolégico da lesao local demonstrou alteragdes parecidas com
as descritas no fendmeno de Arthus. Segundo os autores a necrose se explicaria
pelas marcantes alteragbes vasculares, provocadas por um fendbmeno semelhante
aos anafilactéides de carater local.

Por outro lado, PI1ZZI et al. (1957) salientaram ainda, que a intensidade das
lesGes locais esteve, em geral, em relagdo inversa com a severidade das lesdes de
outros orgdos (rim, pulmdo, S.N.C., etc.) e com a gravidade do envenenamento.
Com isso, inferiram que as importantes alteracbes vasculares locais, assim como a
grande intensidade do edema, poderiam ser fatores que impediriam uma répida
acao sistémica do veneno. Células inflamatdrias (especialmente polimorfonucleares)
acumuladas no local do envenenamento parecem exercer alguma atividade nesta
funcdo (PATEL et al., 1994). Estudos conduzidos com a deple¢do de leucdcitos
PMN, anterior a injecdo do veneno de Loxosceles reclusa, resultam em inibigcao
completa da hemorragia e redu¢ao marcante de edema e necrose sugerindo que
estes leucocitos sdo criticos no desenvolvimento da lesdo pelo veneno (SMITH E
MICKS et al., 1970).

De acordo com SMITH E MICKS (1970), a infiltracio leucocitaria precoce dos
vasos sanguineos no local da picada, implicando em injuria de vasos sanguineos, foi
considerada como patologia base para a perda da pele. Em estudos histopatolégicos
por MACHADO et al. (1978/79) foram encontradas lesdes degenerativas e
necroticas caracteristicas comprometendo glandulas sudoriparas. Estudos

experimentais histoldgicos realizados por varios autores relatam edema difuso com
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extravasamento de leucécitos e eritrécitos de intensidade variavel, necrose de
extensdo variavel da epiderme, acompanhada de vacuolizagdes das células da
camada basal. Os vasos sangiineos de pequeno porte apresentam necrose, arterite
e trombose. Alteragbes locais dos vasos sanguineos variaram desde simples ectasia
a fendmenos degenerativos de suas paredes. Por vezes houve o predominio de
lesbes hemorragicas e degenerativas do tecido conjuntivo, adiposo e muscular
(P1ZZl et al., 1957, GAJARDO-TOBAR, 1966; MACHADO et al., 1978/79; MARTINO
etal., 1981).

O quadro dermonecrético avangado que € a manifestacdo mais caracteristica
do loxoscelismo, com morte celular e destruicdo dos constituintes intercelulares
(matriz extracelular) na regido lesionada, representa potencialmente a presenga de
atividade proteolitica de enzimas do veneno, sendo até o presente momento
demonstrada a existéncia de metaloproteases, hialuronidase, esfingomielinase e
serino-proteases (FORRESTER et al., 1978; KURPIEWISKI et al., 1981; REKOW et
al., 1983; FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999; VEIGA et al., 2000a).

Efeitos de ativagdo plaquetaria induzidos pela toxina da aranha marrom na
microcirculagdo podem ser responsaveis pela trombose vascular, isquemia tecidual
e perda da pele na picada clinica (SMITH E MICKS, 1970). Além disso,
componentes plasmaticos também parecem ser requeridos para efeitos nocivos do
veneno (REES et al., 1988). O componente amildide P presente no plasma parece
participar na ativagdo da agregacao plaquetaria provocada pelo veneno (GATES E
REES, 1990). A ativagao da via alternativa do sistema complemento também parece
participar dos efeitos nocivos do veneno (TAMBOURGI et al., 1995; TAMBOURGI et
al., 2000). Por outro lado, tanto as atividades dermonecréticas como as
hemorragicas podem estar diretamente associadas a enzimas proteoliticas
presentes no veneno, as quais tém a capacidade de degradar fibronectina,

fibrinogénio, entactina e heparan sulfato proteoglicano de células endoteliais
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(FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999; VEIGA et al., 2000a; VEIGA et al., 2000b;
VEIGA et al., 2001a; VEIGA et al., 2001b).

O tratamento do loxoscelismo ainda é de grande preocupacao, ja que ndo se
estabeleceu um protocolo medicamentoso eficiente. O uso de esterodides sistémicos
nao se mostrou eficaz na diminuigdo da infiltracdo leucocitaria polimorfonuclear ou
do tamanho da lesdo em experimentos controlados em animais. Com exce¢ao do
envenenamento sistémico, eles provavelmente nio tém funcdo terapéutica. Além do
mais, a injecdo dos mesmos, intralesionalmente, pode aumentar 0 edema e a
pressao no local de inoculagdo contribuindo para a necrose tecidual (FUTRELL,
1992). Com base em dados anteriores, pode-se dizer que a possibilidade de uso do
soro antiveneno € de pouca fungao terapéutica, sendo que os individuos picados,
em geral, s6 procuram tratamento médico 24 horas ap6s o acidente loxoscélico. E
sabido que o veneno loxoscélico pode ficar retido no local da picada por um periodo
de tempo, particularmente em regiao de tecido gorduroso. Entdo, se o antiveneno
tem um papel, poderia ser ndo de prevencdo do aparecimento da lesdo, mas na
remogdo do veneno residual e favorecendo a cicatrizagéo periférica a picada. O
aquecimento do local da inoculagdo do veneno ndo pode ser imediatamente
creditado a propria agdo do veneno ou infecgdo secundaria. Entao em Abril de 1986,
KING E REES recomendaram um regimento a ser seguido para tratamento de
picadas severas de aracnideos e correlacionados; a primeira medida terapéutica é a
administragéo de eritromicina ou cefalosporina.Estes autores ainda recomendaram
(1) dapsona (se excluida deficiéncia em G6PD); (2) antibidticos; (3) gelo e elevagao
do local; (4) evitar atividade exagerada; (5) evitar calor e cirurgia imediata e (6)
aspirina. Além de exames laboratoriais adicionais para se tentar identificar qualquer
sinal de complicagdes sistémicas (FUTRELL, 1992). Pode ser util a administragao de
antibioticos do grupo da penicilina G, para se evitar instalagdo de microorganismos
associados a leséo, como por exemplo, Clostridium perfringens (MONTEIRO et al.,

2002).
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1.8 Loxoscelismo no Estado do Parana

O loxoscelismo tornou-se um problema de grande interesse para a area
médica e de saude publica no Estado do Parana, pois os indices de acidentes vém
aumentando de forma alarmante. Outro fator preocupante é a elevada infestagéo
domiciliar da aranha da espécie Loxosceles intermedia.

No Brasil, o Estado do Parana tem sido o que mais notifica esses acidentes.
Eles correspondem a mais de 50% daqueles provocados por aracnideos notificados
no Mistério da Saude do Brasil.

No Parana o loxoscelismo, comparado com outros acidentes toxicolégicos
provocados por animais pegonhentos, ocupa o primeiro lugar com 58,1% dos casos
(dados fornecidos pelo Centro de Epidemiologia do Parana), e em particular, a
cidade de Curitiba e Regido Metropolitana sdo consideradas, pelas autoridades
sanitarias, como areas endémicas para este tipo de ocorréncia. Numeros como 0s
registrados entre 1988 e 1989 de 595 casos (que corresponderam a 62,2% das
notificagcdes de acidentes causados por Loxosceles spp) e de 923 casos entre 1989
e 1990 (perfazendo 77,4% dos acidentes registrados em todo territério nacional),
com incidéncia maior nos periodos mais quentes do ano, justificam esta
classificacdo. O registro de casos apenas em Curitiba no ano de 1994, 2428
acidentes com 3 pacientes indo a ébito (Secretaria de Estado da Saude) torna de
extrema importancia qualquer avango no sentido de adquirir conhecimento tanto
para prevenir, diagnosticar e tratar os acidentes, quanto para compreender e
caracterizar os mecanismos de acgdo deste veneno visando sua aplicabilidade
biotecnolégica.

Segundo dados obtidos através da Secretaria de Saude do Estado do Parana,
em 1990 foram diagnosticados 526 casos e no ano seguinte houve um aumento,
chegando a 1.111 casos. Ja em 1992, o nimero de casos diminuiu, com 1.057
casos, porém em 1993 o numero de casos voltou a subir, sendo registrados 2.148

casos. Em 1994 foram diagnosticados 2.428 casos e em 1995 foram 2.722 casos. Ja
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em 1996 o numero de casos ficou em 2.898 e em 1997 foram aproximadamente

2.456 casos (comunicagdo pessoal da Secretaria de Estado da Salde do Parana).

Mimero de acidentes loxoscélicos
registrados no Estado do Parana
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Dados colhidos junto ao SESA/ Centro de Saude Ambiental do Estado do
Parana mostram que nos casos de loxoscelismo registrados entre 1995 e 1999 as
alteragcbes sistémicas mais frequentes foram tontura, sonoléncia, sede, “rash’

cutaneo, nausea, mal estar e cefaléia.
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1.9 Caracteristicas do Veneno Loxoscélico

O veneno loxoscélico é essencialmente protéico, com agédo enzimatica ou
toxica e pode ser comparado a alguns venenos de cobras, onde os estudos
demonstraram a presen¢a abundante de enzimas em sua composi¢do (MARTINEZ-
VARGAS, 1987). Entre estas enzimas foram descritas uma esfingomielinase de 32-
35 kDa envolvida aparentemente na agregacao plaquetaria (KURPIEWSKI et al.,
1981) e outras moléculas de 33, 34 e 35 kDa associadas com atividades nocivas do
veneno (GEREN et al., 1976, BARBARO et al.,, 1992b; TAMBOURGI et al., 1995;
FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999). A presenca de hilaluronidases pode ser
potencializadora de outros componentes do veneno, no sentido de facilitar a
penetracdo destes em varios compartimentos celulares e tecidos, porém a fungéo
exata da maioria das enzimas existentes ainda necessita de elucidagdo. O veneno
contém ainda outros fatores hemorragicos, uma metaloprotease de 20-28 kDa
(loxolisina A) com efeitos sobre a fibronectina e o fibrinogénio e uma metaloprotease
gelatinolitica de 32-35 kDa (loxolisina B) provavelmente associada com a atividade
dermonecrética do veneno (FEITOSA et al., 1998).

Quanto a natureza bioquimica do veneno, a glicosilagdo de suas proteinas é
uma das mais importantes modificagbes pés-traducionais. Ela precede ou atua na
incorporacdo destas proteinas nos varios compartimentos citoplasmaticos e
organelas, assim como na sua ativagao funcional ou secre¢do. Também determina
muitas das propriedades funcionais e estruturais, conferindo-lhes fungdes biolégicas
essenciais e direcionando sua movimentagao transcelular (DAMJANOV, 1987).

As glicoproteinas s&o classificadas de acordo com o tipo de ligacdo agucar-
proteina que possuem, podendo, no entanto, conter mais de um tipo de ligagdo. As
glicoproteinas nucleares e citoplasmaticas contém um ou mais residuos de N-
acetilglicosamina que sao O-ligados a residuos especificos de serina ou treonina (O-
GlcNAc). O O-GIcNAc ¢ altamente dinamico fisiologicamente, ligado a diferentes

proteinas e abundante em todos os eucariontes. As glicoproteinas N-ligadas contém
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oligossacarideos complexos unidos ao grupo amina da asparagina, via ligacéo
glicosamina (DAMJANOV, 1987).

Os carboidratos desempenham muitas fungbes estruturais nas glicoproteinas,
estabilizando a conformagdo das proteinas, aumentando a solubilidade na agua,
protegendo contra a degradagao proteolitica, servindo como sinal para secregdo em
alguns instantes desempenhando um papel importante em atividades biologicas
dependentes da interagcdo ligante - receptor (KORNFELD E KORNFELD, 1985;
ELBEIN et al., 1991; HART, 1992; VEIGA et al., 1995).

Pouco se sabe sobre a glicobiologia de enzimas nos venenos. Algumas
metaloproteases de cobras contém o sitio consenso de glicosilagdo para agucares
N-ligados. Isto foi descrito em uma proteina ndo hemorragica H2-proteinase do
veneno de Trimmeresurus flavorides (TAKEYA et al., 1989); em uma proteina
hemorragica de alta massa molecular HR1B do mesmo veneno (TAKEYA et al.,
1990); em LHFIl, uma protease isolada do veneno de Lachesis muta muta
(SANCHEZ et al., 1991); na Jararnagina, uma protease hemorragica de alta massa
molecular do veneno de Bothrops jararaca (PAINE et al., 1992); em uma protease
hemorragica (HR2a) de baixa massa molecular do veneno de Trimmeresurus
flavorides (MIYATA et al., 1989); na atrolisina A (Ht-a), uma protease hemorragica
isolada do veneno de Crotalus atrox (HITE et al., 1994) e em rhodostomina, uma
protease isolada do veneno de Calloscelasma rhodostoma (AU et al., 1991). Até o
presente momento, somente em HR1B foram detectadas duas cadeias de agucares
na posicdo Asn” e Asn'®! (TAKEYA et al., 1990) e na atrolisina A (HT-a) que tem
residuos de agucar como fucose, glicosamina, galactose, manose e acido sialico nas
posicoes Asn®'’ eAsn®® (HITE et al., 1994; FOX E BJARNASON, 1995). Apesar de
glicosiladas, as fungdes e estruturas dos glicoconjugados destas metaloproteases de
veneno sao atualmente desconhecidas. Relacionando outras proteases de venenos
de cobras, podemos mencionar a proteina ativadora do Fator-X do veneno de

vibora Russell (RVV-X), uma glicoproteina com 6 oligossacarideos N-ligados, com
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acucares do tipo alta-manose, e estruturas complexas bi-tri e tetra-antenares
necessarias para a manutengdo das atividades biolégicas nesta enzima (GOWDA et
al., 1994, GOWDA et al., 1996). A batroxobina, uma serino-protease do veneno de
Bothrops moojeni, &€ heterogeneamente glicosilada com agucares do tipo complexo
bi-antendrio e estruturas do tipo hibridas, mas com fung¢des desconhecidas
(LOCHNIT E GEYER, 1995). A enzima coagulante, bilineobina do veneno de
Agkistrodon bilineatus que contém 6 sitios de glicosilagdo N-ligados, com residuos
de N-acetilglicosamina, fucose, galactose, manose e acido N-acetilneuraminico.
Estes agucares de alguma maneira regulam a atividade da bilineobina, visto que
esta enzima deglicosilada produz mais rapidamente fibrinopeptideo A, que a
bilineobina glicosilada (NIKAI et al., 1995).

Sobre os venenos de aranhas, a despeito de algumas similaridades com
venenos de cobras, nada é conhecido sobre a quimica dos agucares ou a
glicobiologia das proteinas presentes. No entanto, o veneno da L. infermedia foi
estudado por VEIGA et al. (1999), que inicialmente avaliaram a existéncia e
determinaram o tipo e a importancia da glicosilagdo. Eles demonstraram que o perfil
oligossacaridico das proteinas do veneno da aranha marrom é particularmente rico
em proteinas com residuos de alta-manose N-ligados (positivo para lectinas GNA e
Con-A), mostram a existéncia de trés proteinas nas regiées de 98, 28 e 20kDa N-
acetilglicosamina N-ligada (positivo para PSA e WGA) e duas proteinas de 28 e
20kDa com motes de fucose N-ligados (positivo para lectina AAA). Ainda, estes
estudos mostraram que n&o havia complexos de agucar Asn-ligados tais como
residuos $1-4 galactosil, ramificagdes de polilactosamina ou residuos terminais com
acido siélico, mas contém uma proteina de 67kDa com residuos de Galp(1-3)GalNac
Ser/Thr-ligados (positivo para lectinas ACA e PNA). Também nao foi detectada a
presenga de residuos de glicosaminoglicanos como os oligossacarideos heparam
sulfato, dermatam sulfato e condroitim sulfato em veneno tratado com proteinase-K.

Estudando o perfil oligossacaridico do veneno de Loxosceles intermedia e
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associando-o as fung¢des desempenhadas por esta toxina determinou-se também
que a capacidade de agregacéo plaquetaria e atividades fibrinogenolitica do veneno
sdo independentes dos residuos de agucares presentes nas moléculas. No entanto,
as atividades gelatinolitica e dermonecroética sao agucar-dependentes (VEIGA et al.,
1999).

Sabe-se que a agdo toxica do veneno de aranhas é o efeito combinado
(efeitos tdxicos sinérgicos) de todos os componentes presentes nele (GEREN ef al.,
1976). A toxicidade do veneno em camundongos foi atribuida a toxinas
polipeptidicas de massa molecular de 34 kDa (GEREN et al., 1976; ARRUZ E
MARTINEZ-VARGAZ, 1986). As toxinas responsaveis pelas atividades letais e
neurotoxicas podem ser as mesmas ou podem ser dois polipeptideos diferentes
(FOIL et al., 1979). BABCOCK et al. (1981) comparando a atividade de dois extratos
glandulares de veneno de Loxosceles reclusa, preparados com tamp&o acido (pH
4,0) e com tampao basico (pH 8,0) observaram que as duas toxinas encontradas
eram letais para camundongos, promoviam lesdes em coelhos, tinham fraca
atividade de lise em eritrécitos e ativavam a coagulagdo induzida por calcio.
Purificando o componente sistémico, as atividades letais, dermonecroética, hemolitica
e procoagulante continuaram coeluindo em picos simples; mas a eletroforese em
sistema descontinuo evidenciou trés bandas: uma banda inativa na concentragédo
ensaiada, enquanto que as outras duas bandas eram letais, dermonecréticas e
hemoliticas. Quando a toxina foi tratada com ditiotreitol, que promove clivagem das
pontes dissulfeto, as atividades letais, hemoliticas, dermonecréticas e pro-
coagulantes da toxina purificada foram destruidas.

BARBARO et al. (1996) estudaram a atividade biologica das trés espécies
de aranhas do género Loxosceles encontradas no sul do Brasil e reconheceram o
veneno de Loxosceles intermedia como sendo o mais letal para camundongos (DLsp
0,48 mg/kg), seguido do veneno de Loxosceles gaucho (DLsy 0,74 mg/kg) e

finalmente o veneno de Loxosceles laeta (DLsp 1,45 mg/kg).
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No veneno de Loxosceles reclusa foi identificada uma hemolisina termo-labil,
calcio dependente e de massa molecular aproximada de 19 kDa que em contato
com eritrécitos de carneiro fornecem como produto de degradacdo uma
esfingomielina hidrolisada por atividade tipo esfingomielinase D, comprovando a
atividade litica direta do veneno sobre o eritrocito (FORRESTER, 1978). FUTRELL et
al. (1979), por outro lado, sugeriram que a esfingomielinase D ndo tem papel
primario na reagdo hemolitica “in vivo”, visto que a reacgao litica direta com eritrécitos
de coelho e humano foi insignificante.

REES et al. (1984) usando fragao de veneno parcialmente purificado (Sz) de
Loxosceles reclusa produziram uma intensa resposta inflamatéria localizada,
consideraram a possibilidade de que esta fragdo ndo difunde do local da injegao,
mas € adsorvida as membranas celulares “in situ”. A alta afinidade de interagéo da
fracdo Sz com as membranas celulares nao foi limitada as membranas de eritrécitos,
mas estava presente nos varios sistemas de membranas testados. Os autores
sugerem a possibilidade de que exista um receptor de membrana da classe |l para
fragdo Ss. O receptor pode ser a esfingomielina, presente em altas concentragdes na
parte externa da membrana do eritrécito. Existem evidéncias de que cations
divalentes s&o necessarios para a ativagao da esfingolisina D.

O estudo das atividades enzimaticas do veneno da glandula de Loxosceles
reclusa mostrou que este & desprovido de atividade de colagenase, dipeptidase,
acetil colinesterase, fosfodiesterase, ribonuclease A e desoxirribonuclease. As
atividades encontradas foram de estearase e hialuronidase, que foi determinada
como responsavel pelo aspecto difuso da lesdo observada no quadro clinico e
experimental do envenenamento pela aranha marrom (WRIGHT et al., 1973).

A determinacéo da sequéncia amino terminal do componente dermonecrético
do veneno de Loxosceles gaucho (massa molecular 35 kDa), obtido pela purificagdo

em SDS-PAGE, seguido pelo eletroblotting em membrana de PVDF, sugere um alto
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grau de homologia quando comparado a sequéncia amino terminal da toxina
correspondente no veneno de Loxosceles reclusa (MOTA E BARBARO, 1995).

A trombocitopenia decorrente de uma agregacao plaquetaria induzida pelo
veneno, bem como o quadro hemorragico e a coagulagio intravascular disseminada
que surgem em alguns acidentados, representam fendmenos dependentes de
moléculas da matriz extracelular, tais como a fibronectina plasmatica e o fibrinogénio
(WILLIANS et al., 1983; RUOSLAHIT, 1988; VEIGA et al., 1996) e mais uma vez tais
transtornos podem ser atribuidos a enzimas presentes no veneno com atividades
proteoliticas sobre estes substratos (FEITOSA et al., 1998) como bem demonstrado
nos quadros hemorragicos produzidos nos acidentes por ofidios (BARAMOVA et al.,
1989; HITE et al., 1992).

A insuficiéncia renal aguda, com hemoglobinuria e proteinuria decorrentes dos
acidentes com aranha marrom, representa uma ag¢ao potencial de constituintes
presentes no veneno (até o momento desconhecidos) sobre o tecido renal e parte da
matriz extracelular deste 6rgdo (com énfase especial sobre a membrana basal
glomerular que atua na fisiologia renal como uma barreira seletiva, determinando
uma acao filtrante entre o sangue e a formagdo da urina). Estas podem ser
estruturas alvos nos acidentes loxoscélicos.

A matriz extracelular que estruturalmente esta dividida em membrana basal,
matriz conectiva e matriz sanguinea caracteriza-se por ser uma estrutura complexa
formada por proteinas secretadas e glicoconjugados que interagindo
tridimensionalmente originam uma rede molecular (YURCHENCO E SMITH, 1990).
A matriz extracelular interagindo funcionalmente com moléculas receptoras na
superficie celular participa como suporte e na orientagdo nos processo biolégicos
onde existe adesdo e locomocio celulares, coordenando importantes fenémenos
fisiologicos no funcionamento dos tecidos (ALBELDA E CLAYTON, 1990;
MEREDITH et al., 1993; VEIGA et al., 1997). As membranas basais em especial

funcionam como filtro biomolecular separando varios tecidos especializados,
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muscular, epitelial, endotelial e nervoso dos respectivos tecidos conectivos (MARTIN
E TIMPL, 1987). Embora bastante disseminadas no organismo, as membranas
basais tém caracteristicas moleculares bastante conservadas, sendo constituidas
por quatro moléculas principais que sdo a laminina, colageno tipo IV, entactina e
heparan sulfato proteoglicano (YURCHENCO E O’'REAR, 1994; TIMPL, 1996). As
membranas basais representam uma classe especial de matriz extracelular, achada
em quase todas as espécies de animais multicelulares. Desempenham diversas
funcdes como suporte e compartimentalizagdo de tecidos, diferenciagdo e migracao
celular e a filtragcdo seletiva nos glomérulos renais. Sdo produzidas por grande
numero de células sendo as principais as epiteliais, endoteliais, musculares,
nervosas e adipdcitos. Sdo formadas por duas laminas bastante amorfas: a lamina
lucida (ou rara) e a lamina densa, que juntas variam em tamanho entre 30 a 300 nm,
dependendo da localizacdo de tecido (TIMPL et al., 1987; YURCHENCO E
SCHITTNY, 1990).

A laminina é o principal componente ndo colagénico presente somente em
membranas basais. E a primeira proteina de matriz extracelular a ser sintetizada
durante a embriogénese e exibe uma variedade de atividades bioldégicas como
promogdo da adesdo das células metastizantes, crescimento neuronal e
diferenciacdo de varios tipos celulares, como células endoteliais, nervosas e
epiteliais. Foi isolada pela primeira vez do tumor de camundongo EHS (Engelbreth-
Holm Swarm). Possui aproximadamente 900 kDa e é formada por trés cadeias
polipeptidicas, denominadas: cadeia oy com massa molecular de aproximadamente
440 kDa, e outras duas cadeias, uma B4 e outra a cadeia y; com massa molecular
aproximada de 220 kDa cada uma, organizadas na forma de cruz assimétrica
ligadas entre si por pontes dissulfeto (TIMPL et al., 1987; BECK et al,, 1990;
YURCHENCO E SCHITTNY, 1990). Possui varios dominios, ligando as células,
além de também interagir com outras moléculas da matriz extracelular como o

colageno tipo IV, o heparan sulfato proteoglicano e a entactina (nidogénio)
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(YURCHENCO E SCHITTNY, 1990). Sabe-se hoje que existem diferentes isoformas
da molécula de laminina, que variam estrutural e molecularmente em vérios tecidos
(TRIGVASSON, 1993).

Entactina e nidogénio sao diferentes nomes dados a uma mesma
macromolécula. Esta macromolécula possui aproximadamente 150 kDa e formato
de um haltere, com uma haste central de 27 kDa e em cada extremidade um
dominio globular de 38 a 85 kDa. E uma outra glicoproteina presente nas
membranas basais, altamente susceptivel a protedlise e que possui atividade ligante
entre a célula e os varios constituintes da matriz extracelular como a laminina,
colageno tipo IV e heparan sulfato proteoglicano (YURCHENCO E SCHITTNY,
1990).

O colageno tipo IV é um dos componentes principais das membranas basais,
totalizando de 20 a 70 % da sua massa total. E presumivelmente a Unica proteina
colagénica encontrada nestas matrizes. O mondmero consiste em uma longa tripla
hélice com 400 nm, que € composto por dois tipos de cadeias a: duas cadeias oy
(IV) e uma cadeia a (IV) enroladas em hélice. Pode ainda formar uma rede
tridimensional estavel na membrana basal através de trés tipos de interagdes. Na
primeira, pares de gldbulos de COOH-terminais unem-se através de pontes
dissulfeto para formar dimeros lineares. Na outra interagdo, quatro NH,-terminais
ligam-se a outros para formar um dominio (7S) superenrolado e na ultima, os
dimeros de colageno tipo IV interagem em associagdes laterais, resultando em rede
trama poligonal de geometria irregular (YURCHENCO E SCHITTNY, 1990).

Os proteoglicanos heparam sulfato sdo uma classe de macromoléculas
caracterizada pela preseng¢a de um nucleo protéico ligado covalentemente a cadeias
de heparan sulfato. Sua presenga na membrana basal foi demonstrada pela primeira
vez no glomérulo renal. Os proteoglicanos conferem as membranas basais a sua

propriedade de semipermeabilidade (restricdo de filtracdo de proteinas) e filtragéo
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seletiva devido as suas cadeias polianidnicas (TIMPL et al., 1987; YURCHENCO E
SCHITTNY, 1990).

A agdo de constituintes moleculares encontrados no veneno da aranha
marrom sobre membranas basais poderia explicar os efeitos nocivos presentes no
loxoscelismo, com énfase nos processos hemorragicos (membrana basal
subendotelial venosa) e na insuficiéncia renal aguda (membrana basal glomerular).

Tentando dar suporte cientifico a esta hipétese, FEITOSA ef al. (1998)
identificaram e caracterizaram duas metaloproteases de invertebrados ligantes de
gelatina, uma delas com atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica parcial
(proporcéo fibrinogénio/veneno — 100:1) provavelmente envolvidas nos disturbios
hemostaticos desencadeados pelo veneno de Loxosceles intermedia.

Resultados obtidos por microscopia eletrénica e imunohistoquimica mostram
uma destruicdo perceptivel da membrana basal. Aparentemente o veneno de
Loxosceles intermedia nao tem atividade sobre laminina ou colageno tipo IV. No
entanto, o veneno degrada o nucleo protéico de heparan sulfato proteoglicano e
hidrolisa entactina, molécula que age como ponte de organizagdo da membrana
basal, pois liga laminina, colageno tipo IV e heparan sulfato proteoglicano (VEIGA et
al., 2000b).

Problemas de hemostasia sistémica causada pelo envenenamento por
aranhas do género Loxosceles sdo pouco entendidos, apesar de ser uma das
causas de 6bito em acidentados. Venenos de aranha marrom provocam coagulagéo
intravascular disseminada, causando oclusdo da parede de vasos de animas de
laboratério e humanos expostos ao veneno (REES et al., 1984; FUTRELL, 1992). Os
venenos podem causar prolongamento do tempo de tromboplastina parcial e no
tempo de protrombina (REES,1988). O veneno da aranha marrom induz alteragdes
nos vasos sanguineos com ocorréncia de bolhas subendoteliais, vacuolos e

degeneragédo de paredes de vasos sanguineos em coelho como modelo
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experimental (VEIGA et al., 2001a). Uma molécula protéica de 30kDa com agao

fibrinogenolitica foi identificada no veneno de L. intermedia (ZANETTI et al., 2002)
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2 OBJETIVOS

Em fungcdo da absoluta falta de conhecimento cientifico sobre as

proteinas de baixa massa molecular encontradas nos venenos loxoscélicos, nos

propusemos a:

1-

Detectar e caracterizar bioquimicamente proteinas de baixa massa molecular no
veneno de Loxosceles intermedia.

Realizar analise histopatologica do quadro dermonecrético experimental
desenvolvido em coelhos, buscando parémetros celulares no loxoscelismo
dermonecrético

Realizar ensaios farmacolégicos na tentativa de detectar atividades bioldgicas ou
neurotéxicas destas moléculas.

Através de procedimentos cromatograficos tentar purificar algumas destas

proteinas e peptideos de baixa massa molecular nos venenos loxoscélicos.

Parte do trabalho foi realizado em conjunto com o Departamento de Bioquimica

da Universidade Federal de Sdo Paulo UNIFESP-EPM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados individuos adultos de Loxosceles intermedia coletados na
cidade de Curitiba e regido metropolitana ou criados no LIPAPE (Laboratério
Interdisciplinar de Pesquisa em Animais Pegonhentos) da UFPR.

Camundongos machos albinos suigcos pesando aproximadamente 20g foram
usados para os ensaios farmacoldgicos. Estes animais ficaram acomodados em
condi¢bes de temperatura constante (21 + 2°C) e luminosidade controlada (12 horas
de claridade e 12 horas de escuridao).

Coelhos adultos neozelandeses pesando 3-4kg. Todos os animais foram

fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR.

3.2 Reagentes

A gelatina foi adquirida através da Gibco, BRL, Bethesda, EUA. O kit
comercial contendo lectinas digoxigenadas para detecgdo de glicoproteinas foi
adquirido através da Boehringer-Mannhein Biochemica (Mannhein, Alemanha). As
membranas de nitrocelulose foram adquiridas da Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA. As cromatografias de gel filtracdo foram processadas através de
Sephadex G-100 adquirida da Pharmacia, Uppsala, Suécia. O medicamento
verapamil (Dilacoron ®) é fabricado pela Industria de Medicamentos Knoll do Brasil
Sao Paulo, Brasil) e foi adquirido em farmacia comercial na forma injetavel
(5mg/ampola de 2ml). A membrana de dialise com limite de exclusdo de 1kDa foi
adquirida da Sigma, St Louis, EUA, bem como o anticorpo policlonal que reconhece
IgG de camundongo marcado com fosfatase alcalina, o anticorpo policlonal de cabra
que reconhece IgG de coelho marcado com peroxidase, o corante eosina, a
diaminobenzidina e a albumina de soro bovino. O anestésico usado nos coelhos foi

o sédio pentobarbital da Abbot, Sdo Paulo, Brasil. Da Merck, Darmstadt, Alemanha
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foi adquirida a agua oxigenada analitica, o corante hematoxilina e o Entellan para
montagem de lamina histoldgica.

Os marcadores de massas moleculares usados foram: ovoalbumina (44
kDa),anidrase carbbnica (29 kDa), g lactoglobulina (20 kDa), lisozima (15 kDa),
inibidor de tripsina (5,6 kDa) e insulina (3,0 kDa) adquiridos da Gibco, Nova York,
EUA. Além de citocromo C (12 kDa) adquirido da Sigma para caracterizagdo da
regido de baixa massa molecular. Para caracterizar regides de mais amplas massas

moleculares foram usados marcadores que variam entre 205 kDa e 29 kDa (Sigma).

3.3 Extragao de veneno loxoscélico por eletrochoque

O veneno de Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas em
condig¢des apropriadas e submetidas a eletrochoque de 15 volts no cefalotérax como
descrito por FEITOSA et al. (1998). Apds a coleta, os venenos foram liofilizados e

mantidos a temperatura de — 85 °C até o momento do uso.

3.4 Extragao do veneno loxoscélico diretamente pela extragcao da glandula
produtora de veneno

As glandulas produtoras de veneno foram extraidas de animais adultos
previamente mantidos em jejum de 5 dias, 0s quais foram anestesiados com
cloroférmio, tendo seus abdomens removidos para evitar contaminagdo gastrica
(suco gastrico) e entdo com o auxilio de microscopio estereoscopio, em aumento de
25 vezes, o cefalotorax foi removido e as glandulas (duas por animal) foram
coletadas e mantidas em tubo de ensaio imerso em gelo picado. Apds a coleta as
glandulas foram lavadas em PBS gelado por 5 vezes, em seguida foram
centrifugadas. A extracdo do veneno foi feita com PBS e um homogeinizador de
tecido por maceragdo. O extrato contendo o veneno foi separado dos restos

celulares por centrifugagdo por 5 minutos a 13.000 rpm. Depois de preparados os
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extratos foram congelados & —20°C até o momento do uso ( DA SILVEIRA et al,

2002)

3.5 Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford (azul de Coomassie)

A dosagem da concentragéo de proteinas presente nos venenos das aranhas
marrons ou outros substratos protéicos foram feitas através do método de Azul de
Coomassie como descrito por BRADFORD (1976). A dosagem de peptideos nas
amostras vindas da cromatografia de gel filtragdo foi realizada utilizando-se o mesmo
método, porém com a alteragdo do aparelho de leitura do espectrofotdmetro para o
leitor de ELISA (Meridian ELX 800) em placa de 96 “wells” (microensaio), adaptagéo

que aumenta a sensibilidade do método.

3.6 Coleta de sangue de camundongos

Os camundongos a serem submetidos a coleta de sangue foram colocados em
copo de Becker de 1 litro e expostos a luz infravermelha através de lampada
acoplada na boca deste recipiente por 1 minuto e meio, para que houvesse vaso-
dilatagdo no animal incluindo as veias da cauda. Rapidamente (para que n&o
resfriassem) foram colocados em aparato imobilizador que expde apenas a cauda e
em seguida foi feito um corte, razoavelmente profundo, na metade proximal da
cauda do camundongo e coletaram-se (em tubo de eppendorf) aproximadamente 10
a 15 gotas de sangue que fluiram profusamente através do corte. O sangue coletado
foi submetido a temperatura de 37°C em BM para melhor retragdo do coagulo e em
seguida a retracao foi separado o soro. Para obtencao de plasma, o sangue (10a 15
gotas) foi adicionado ao tubo de coleta contendo 5ul de EDTA ou citrato de sédio.
Os tubos com sangue foram centrifugados e em seguida foi coletado o sobrenadante

(soro ou plasma).



36

3.7 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida na presenga de SDS
Eletroforeses foram realizadas em géis de poliacrilamida SDS-PAGE com
concentragao de 15%, 20% ou gradiente continuo de 3-20% em condi¢des redutoras
e nao redutoras como descrito (LAEMMLI et al.,1970). Também foram realizadas
eletroforeses em géis de poliacrilamida SDS-PAGE-TRICINA préprias para
separacdo de proteinas com variacdo de massa de 1 a 100 kDa (SCHAGGER AND
VON JAGOW,1987). Para western- blotting e lectin- blotting, as proteinas foram
transferidas para as membranas de nitrocelulose durante a noite, como descrito por

TOWBIN et al., 1979.

3.8 Experimentos de zimograma com diferentes substratos protéicos

O zimograma foi feito usando SDS-PAGE-TRICINA 16,5% com glicerol,
contendo 2mg/ml de gelatina ou outros substratos protéicos. Amostras em estudo e
os controles, diluidas em tampao Laemmli, em condi¢ées ndo redutoras, foram
submetidas a eletroforese (80 V) a 4° C. Apds a migragao, os géis foram lavados 2
vezes em Triton X-100 2,5% por 20 minutos cada e em seguida incubados durante a
noite a 37°C em 50 mM de tamp&o Tris-HCI; pH 7.3, contendo 200 mM de NaCl, 5
mM de CaCl, e 5 mM de MgCl.. Os géis foram corados pelo azul de Coomassie. As
zonas claras, (demonstrando a auséncia do substrato integro) contra um fundo de
coloragdo azul (presenga do substrato integro) indicam a atividade de degradacgéo

enzimatica (FEITOSA et al., 1998).

3.9 Coloragao de géis de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida foram corados pelo Azul brilhante de Coomassie,
com solugdo corante composta de Azul brilhante de Coomassie 0,02% (p/v),
dissolvido em metanol 50% (v/v),acido acético 10% (v/v) e agua deionizada gsp
100% (v/v). Os géis foram mantidos nesta solugcdo corante por vinte minutos a

temperatura ambiente, sob agitagdo constante e descorados nas mesmas
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condigbes da coloragdo, com sucessivas trocas de solugcdo descorante (metanol
50% (v/v), acido acético 10% (v/v), agua gsp 100%(v/v)) (FAIRBANKS et al., 1971).
Alternativamente os géis foram corados pelos métodos de impregnacdo de
prata monocromatica e policromatica. Para coloragdo dos géis por prata
monocromatica, estes foram colocados em solugdo de metanol 50%(v/v) para
fixagdo das proteinas na malha do gel de acrilamida por 24h. Em seguida, o gel foi
colocado em solugdo que continha 0,9g de nitrato de prata, 21ml de NaOH
0,38%(p/v), 1,5 ml de NH4OH P.A. e 77,7ml de agua deionizada por 20 minutos sob
agitagdo. Logo apds, os géis foram lavados com agua deionizada e revelados com
solugéo contendo formaldeido 0,125ml, acido citrico 1%(p/v) 1,25ml e agua num
volume final de 250 ml, que reduziu a prata ao estado metalico. A reagdo foi parada
colocando-se o gel em solugdo de metanol 50%(v/v) (WRAY, et al., 1981). A
coloragao de prata policromatica teve como fixador de proteinas a solugio de acido
acético 5%(vlv), etanol 50%(v/v) e agua deionizada 45%(v/v), onde o gel oriundo da
eletroforese foi colocado por pelo menos 16 horas, ou em trés trocas de 1 hora cada.
Logo depois o gel foi colocado em solugdo de nitrato de prata 0,19%(p/V) por mais
uma hora, foi enxaguado rapidamente 3 vezes com agua deionizada, a prata
impregnada no gel foi reduzida por agdo de hidréxido de sédio 0,75M acrescido de
1,5 ml de formaldeido imediatamente antes do uso por 8 a 10 minutos. Como
solugdo reveladora usou-se bicarbonato de sédio 0,0705%(p/v) em trés banhos de
45 a 60 minutos. Nesta coloragido o gel pode ficar guardado na solugao fixadora por

algum tempo ou em agua deionizada ou metanol 50%(v/v) (SAMMONS et al., 1981).

3.10 Coloragao com Acido Periédico - Reativo de Schiff (P.A.S.)

Os géis provenientes de eletroforeses também foram corados por este
método com os mesmos objetivos (rastreamento de presenca de agucares), como
segue: os géis foram fixados por solugdo contendo 7% de metanol (P.A.), 14% de

acido acético glacial em agua deionizada em dois banhos de 30 minutos
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consecutivos e sob agitagdo. Seguiu-se a oxidagdo dos oligossacarideos por uma
solugdo de acido perioddico 1% em acido acético 3% por 1 hora sempre sob agitagio
e a lavagem dos géis em agua deionizada ( 5 vezes de 10 minutos cada ). O
excesso de acido periodico foi retirado com solucdo de metabissulfito de sodio a
0,5% em acido cloridrico 0,1 M. Os géis foram corados na sequéncia, com o reativo
de Schiff, de preferéncia no escuro, a 4° C por 16 horas, e foram descorados com

agua deionizada e mantidos em acido acético 3a 7,5 %.

3.11 Cromatografia de gel filtragao

Para esta cromatografia de baixa pressdo utilizaram-se sistemas da
Pharmacia e da Bio Rad e resinas para gel filtragcdo tipo Sephadex (Sephadex G-
100). Para separagao proteica através de cromatografia de gel filtragdo postula-se
que durante a passagem de um soluto através de uma coluna cromatogréfica seu
movimento depende do volume que flui de fase mével e do movimento Browniano
das moléculas do soluto, o qual proporciona sua difusao para dentro e para fora da
fase estacionaria. A separagdo na gel filtracdo depende das diferentes capacidades
dos varios tipos de amostras moleculares de entrarem nos poros presentes na fase
estacionaria. Moléculas muito grandes que n&o entram nunca na fase estacionaria
movem-se mais rapidamente através da coluna cromatografica. Moléculas menores,
as quais conseguem entrar nos poros do gel, movem-se mais vagarosamente
através da coluna, pois gastam parte de seu tempo na fase estacionaria. As
moléculas, portanto eluem em ordem decrescente de massa molecular.

Em coluna de 150cm de comprimento e 2,5 de didmetro, preenchida com
Sephadex G-100 (Pharmacia), foi aplicado um volume de aproximadamente 3mi
contendo 11mg de veneno de L. intermedia coletado por eletroestimulagdo e filtrado
com filtro 0,22um. Para controlar a eluicdo da amostra foram usados bomba
peristaltica (0,34ml/min), coletador de fragées (3ml /tubo) e detector com leitura para

faixa de 280nm (Econo System, Bio Rad, Hercules, EUA). As amostras foram
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concentradas para volume adequado para cada experimento (Eppendorf

Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

3.12 ReagoOes de imunoblotting

Para a analise de proteinas isoladas do veneno foram realizados ensaios de
imunoblotting. Para tanto as proteinas foram transferidas para as membranas de
nitrocelulose durante a noite, como descrito por TOWBIN et al. (1979).Todos os
materiais a serem avaliados foram obtidos, purificados e separados de acordo com
metodologia adequada.

As fitas de NT, contendo o material para analise, foram previamente
blogueadas com tampao PBS/Molico (ou PBS/ leite desnatado) 5% (p/v), por 1 hora,
e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e sob agitagao constante com soro
policlonal adequado diluido em PBS/ Molico 5% (p/v) em diluicao apropriada, lavado
5 vezes com o mesmo tamp&o, mas sem o soro, sendo posteriormente, a reagéo
revelada com conjugado anti- animal do soro policlonal-fosfatase alcalina e os
cromdgenos BCiP/NBT, conforme descrito na metodologia de WB (CHAMMAS, et
al.,1991).

Dentro dos experimentos que utilizam técnicas de “blotting” realizamos
também o ensaio de blotting lectinico que tem algumas variantes da técnica descrita
acima. A variante principal do método é a ligagao por afinidade agucar — lectina (que
funciona como se fosse um anticorpo primario) cuja sensibilidade e especificidade é
muito proxima da que se obtém na ligagao antigeno-anticorpo. As lectinas que foram
utilizadas estavam ligadas a digoxigenina. A revelagcdo da reagdo é feita com

anticorpo que reconhece digoxigenina marcado com fosfatase alcalina e BCiP/NBT.

3.13 Estudo dos primeiros sinais de dermonecrose “in vivo” em coelhos
Para avaliagdo da dermonecrose foram injetados 40ug de veneno (que

correspondem aproximadamente ao que é injetado pela aranha numa picada, assim
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tentando reproduzir o acidente natural) num volume final de 100ul de PBS pela via
intradérmica em é&reas depiladas do dorso-lateral de coelhos neozelandeses, que
tiveram a pele depilada um dia antes do inicio do ensaio para que se pudessem
observar alteragbes da pele devido ao manuseio e depilagdo, que poderiam alterar
os resultados. Os animais que foram usados no experimento, trés por intervalo de
tempo, pesavam 3-4kg. O tempo de verificagdo da dermonecrose foi de 4 horas,
sendo usados animais controles (0 hora) injetados com 100ul de PBS (LOPES-
FERREIRA, 2001). Depois da exposigdo ao veneno os animais foram anestesiados
com pentobarbital sddico (Abbot), sacrificados e as amostras foram coletadas para
processamento histolégico.

Para avaliagdo da atividade dos picos separados na gel filtragcdo “in vivo”
usou-se como modelo experimental o coelho, que foi preparado como descrito
acima. Vinte e quatro horas apo6s a depilacdo foram injetados no dorso lateral do
animal, via intradérmica, cinco pontos, cada um com solugdes diferentes como
segue da esquerda para direita: 1° ponto — veneno total, 2° ponto — pico |, 3° ponto —
pico |l, 4° ponto — pico Il e 5° ponto pico IV, injetando- se o0 equivalente a 40ug de
proteinas em 100ul de solugédo salina por ponto. O ensaio teve como parametro de

tempo a observagdo em tempo O horas e 4horas.

3.14 Métodos histologicos para microscopia de luz

Os tecidos foram processados para histologia como descrito por DRURY E
WALLINGTON, (1980). As pecas foram fixadas em fixador Metacan por 3 horas. Em
seguida foram submetidas a 3 banhos consecutivos de 30 minutos cada em alcool
etilico absoluto, em seguida ficaram por 16 horas em alcool etilico absoluto + xilol
(1+1), seguiram-se 2 banhos de 15 minutos e 1 de 5 minutos em xilol. As pecas
seguiram para impregnagado em parafina fundida a 60°C com posterior solidificacéo
em freezer para emblocagem (1 hora). Os cortes histolégicos foram feitos com

micrétomo (4um), seguidos de montagem em lamina, retirada da parafina com xilol
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(2 trocas de 10 minutos) e etanol absoluto (3 trocas de 10 minutos), lavagem rapida
em agua. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina e analisados por

microscopia de luz em microcépio Olympus BX-40, Japao.

3.15 Coloragao com Hematoxilina e Eosina

Apbés a desparafinizagdo e hidratagcdo, os cortes foram corados com
Hematoxilina de Harris por 50 segundos, lavados em agua corrente por 10 minutos,
2 vezes com agua destilada e corados com eosina, durante um minuto. Apés a
coloragao, foram lavados com agua destilada, desidratados em série crescente de
etanol (70 a 100%, por 5 minutos cada etapa), diafanizados com xilol (2 vezes de 5

minutos cada etapa) e montados com Entellan.

3.16 Analise imunohistoquimica

As pecgas foram fixadas em formalina neutra e os cortes foram montados em
laminas de vidro, desparafinadas em xilol por 16 horas e reidratados em série de
solugbes alcool — agua e finalmente em agua. As se¢ées foram lavadas com PBS,
incubadas em H,0, (3%) (Merck) a temperatura ambiente por 15 minutos para inibir
a peroxidase endégena e em seguida foram lavadas novamente com PBS; e foram
bloqueados os sitios inespecificos com albumina de soro bovino (Sigma) em PBS a
temperatura ambiente por 30 minutos em camera umida. Apés o bloqueio, os cortes
foram lavados com PBS e foram incubados por 2 horas a 37°C com anticorpo
primario policlonal antifibrinogénio diluido 1:500 (v/v) (produzido em nosso
laboratério usando fibrinogénio purificado e coelhos como descrito por HALOW E
LANE, 1988). O excesso de anticorpo foi retirado com PBS e o material foi incubado
com anticorpo de cabra que reconhece IgG coelho conjugado com peroxidase
diluido 1:100(v/v). Para dar seqiiéncia a reagao os cortes foram lavados com PBS e
para visualizagdo da imunoreagao foi usado diaminobenzina (Sigma). Para finalizar

os cortes foram lavados em PBS e agua, desidratados com série crescente de
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etanol, foram diafanizados em xilol e montado em Entellan (Merck). Como controle
negativo da reagio foram paralelamente ensaiados cortes incubados com soro pré-
imune diluido em PBS sob as mesmas condi¢des experimentais descrito para o soro

hiper-imune.

3.17 Ensaios para verificagdo de atividade farmacolégica
Foram realizados ensaios buscando atividade farmacoldgica tanto do veneno

total quanto de fragées purificadas do veneno.

3.17.1 Testes Neurocomportamentais — Avaliagao da Atividade Geral

Para realizagdo da primeira fase (avaliagdo inicial), foi injetado veneno total
de Loxosceles intermedia intraperitoniaimente em camundongos. Os camundongos
foram arranjados em trés grupos: um grupo controle (injetado com PBS) e dois
grupos tratados injetados com veneno total. Os grupos tratados foram divididos em
animais injetados com 0,5 mg de veneno/kg MC e outro injetados com 0,75 mg de
veneno/kg MC.

O ensaio consistiu em avaliar os camundongos uma hora ap6s da inje¢do em
um campo aberto por cinco minutos. O campo aberto consiste em uma arena circular
de madeira com 50 cm de diametro e 32,5 cm de altura, pintada de branco e dividida
em trés circulos, os quais sao divididos por retas perpendiculares em dezenove
partes aproximadamente iguais. Na parte superior da caixa de madeira ha uma
cortina para que 0s animais nao possam visualizar o observador, e ainda apresenta
duas lampadas de 40 watts para iluminagdo do campo de observagao. Este aparelho
foi construido conforme aquele proposto por BROADHURST (1960). Os animais
foram colocados individualmente no centro do campo aberto uma hora apés a
injecdo da respectiva solugdo atribuida a cada individuo. Os paradmetros
considerados foram frequéncia de locomogao (unidades de locomogé&o, penetrar em

uma divisdo com as quatro patas), levantar (numero de vezes que o animal apdia -
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se somente nas patas traseiras, com o tronco perpendicular ao chdo da arena),
fezes (numero de bolotas fecais), tempo parado ou duragio da imobilidade (tempo
que o animal fica sem nenhuma atividade motora, permanecendo estatico no que diz
respeito a cabega, tronco, patas durante a observagéo de cinco minutos) e tempo de
“‘grooming” ou duracdo de limpeza (tempo que o animal passa fazendo limpeza da
pelagem, genitélia e focinho). Utilizaram-se trés cronémetros para controle do tempo
total, tempo parado e tempo de “grooming”.

A arena foi higienizada com solugéo alcodlica a 5% a cada troca de animal
para nova observacgao.

Os dados foram avaliados estatisticamente pelos métodos ANOVA (One-way
Analysis of Variance) seguido do Teste de Comparagées Multiplas de Tukey-Kramer,

para analises dos resultados de cada animal em relagio ao seu grupo e os demais.

3.17.2 Testes Neurocomportamentais — Avaliagdo da Atividade Geral com
Administragao Prévia de Bloqueador de Canais de Calcio

Estes testes foram realizados da mesma maneira descrita no item 3.17.1 com
a introdugdo da administragdo de bloqueador de canal de célcio (medicamento
verapamil - apresentacao injetavel).

A administragdo do bloqueador foi realizada 30 minutos antes da injegao do
veneno (dose 1mglkg MC do camundongo) ambos administrados
intraperitonialmente (IP). As doses do verapamil utilizadas foram 5 e 10 mg/kg
(ABDOLLAHI et al., 1998; FUTURO-NETO et al., 1999) para testes com injecao
posterior de veneno e também 15 e 20 mg/kg sem injegdo posterior de veneno.
Todos os animais testados foram mantidos em condigcdes controladas de
temperatura e luminosidade (temperatura variando de 20-22°C e periodos de 12
horas de luz e 12 de escuriddo). Neste ensaio também foi controlado tempo de

morte em minutos contados a partir da inje¢do do veneno.
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3. 18 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi realizada em colaboragdo com o
Departamento de Bioquimica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. O aparelho utilizado foi o ES/-MS-Eletrospray lonization —-Mass

Espectroscopy Micromass Quattro L.C. (E.U.A.).
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4 RESULTADOS

4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Neste tipo de eletroforese obteve—se uma separagéo parcial das proteinas do
veneno de Loxosceles intermedia, ficando prejudicada a visualizagdo de bandas
isoladas na regido de baixa massa molecular, mas sendo possivel avaliar as
proporgoes de cada faixa de massa molecular. No caso, pode-se estabelecer que
aproximadamente 40% dos constituintes do veneno total sdo moléculas de baixa

massa, menos de 15kDa (Figura 1.a).

4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE-TRICINA

A eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE-SDS-TRICINA mostrou que os
peptideos constituem aproximadamente 40 % da massa total das proteinas
existentes no veneno de Loxosceles intermedia, aparecendo no gel 6 bandas na

faixa de 15 a 3 kDa, quando corado por prata monocromatica (Figura 1.b).

4.3 Zimograma

Foi realizado entdao, um zimograma usando como substrato protéico a gelatina
(colageno desnaturado) com concentragdo de 2,0 mg/ml de gel, onde nao se
identificou atividade proteolitica alguma do veneno na zona de massa molecular
correspondente as proteinas de baixa massa molecular e peptideos (regido

correspondente a massas moleculares menores que 15kDa) (Figura 2).
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Figura 1. a Perfil protéico de veneno total de Loxosceles intermedia em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE gradiente continuo 3 — 20% (p/v) sob condicdes nao
redutoras e corados pelo método da prata monocromatica. Os marcadores sao

mostrados a esquerda da figura.



44 -

29 -

20-

15-
12-

5,6 -

3.0-

Figura 1.b  Perfil protéico de extrato de glandula (1) e veneno total
eletroestimulado (2) de Loxosceles intermedia em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE-TRICINA (16,5% p/v com glicerol). Coloragdo pelo método da prata

monocromatica. Marcadores de massa molecular estdo a esquerda da figura.
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Figura 2 Zimograma em gel de poliacrilamida SDS-PAGE-TRICINA (16,5% com
glicerol) com gelatina 2mg/ml de gel. (1) e (2) fragbes peptidicas separadas
através de gel filtragao (Sephadex G-100). (3) Veneno total de Loxosceles
intermedia obtido através de extrato de glandula. (4) Veneno total de Loxosceles
intermedia obtido através de eletrochoque. Marcadores de massa molecular estao

representados a esquerda da figura.
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4.4 Pesquisa sobre a presenca de glicosilagio

4.4.1 Coloragao por PAS
O gel proveniente de corrida eletroforética foi submetido a coloragéo de PAS
e resultou em resposta negativa quanto a presenca de grupamentos glicosilados nas

proteinas de baixa massa molecular e peptideos (dado ndo mostrado).

4.4.2 Blotting-lectinico

O veneno total de Loxosceles intermedia foi submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE-TRICINA, ftransferido para uma membrana de
nitrocelulose e processado em seguida para testar, por afinidade lectinica, a
presencga de grupos glicosilados. Foi testada a presenca de grupos manose (Lectina
GNA), manose e glicose (Lectina Con-A), acido sidlico (Lectina MAA), N-acetil
glicosamina (Lectina WGA), fucose (Lectina AAA), polilactosaminas (galactose
ligada a N-acetil glicosamina) (Lectina PHA-L) e galactose terminal O-ligada (Lectina
PNA).

Deste ensaio obteve-se resultado negativo para presenga destes
grupamentos agucares testados, na regido correspondente as proteinas de baixa
massa e peptideos do veneno total. O veneno total usado neste ensaio tem duas
origens: colhido por eletrochoque e obtido por extracdo da glandula de veneno, e
foram testados separadamente, em ambos o perfil eletroforético e de glicosilagao

manteve —se semelhante (Figuras 3.a e 3.b).



kDa
44-
29-

20-

15-

S,6-

3,0-

Figura 3. a Blotting-lectinico realizado a partir de gel poliacrilamida SDS-PAGE
20% (p/v) com veneno total de Loxosceles intermedia obtido por eletrochoque. (1)
Reacgédo com lectina GNA. (2) Reagédo com lectina Con-A. (3) Reagdo com lectina
MAA. (4) reagao com lectina WGA. (5) Reagao com lectina AAA. (6) Reagdo com
lectina PHA-L. (7) Reagao com lectina PNA. (8) Reag¢do com corante Ponceau S.

Marcadores de massa molecular estéo representados a esquerda da figura.

50



1 23 4 5 6 7 8

Figura 3. b Blotting-lectinico realizado a partir de gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 20% (p/v) com veneno total de Loxosceles intermedia na forma de extrato
de glandula. (1) Reagdao com lectina GNA. (2) Reagdo com lectina Con-A. (3)
Reacgdo com lectina MAA. (4) Reagédo com lectina WGA. (5) Reagéo com lectina
PHA-L. (6) Reacao com lectina AAA. (7) Reacdo com lectina PNA. (8) Reacéo
com corante Ponceau S. Marcadores de massa molecular estao representados a

esquerda da figura.
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4.5 Cromatografia por ge! filtragao

Realizaram-se duas cromatografias de gel filtragao através de resina
cromatografica G-100 medium. Na primeira foram aplicados 9mg de veneno total
obtido por eletrochoque, correspondendo a um volume total de 4,5 ml, em uma
coluna cromatografica medindo 155cm de comprimento e 2,5cm de diametro,
preenchida com Sephadex G-100. Obteve-se um perfil cromatografico construido a
partir de leituras espectrofotométricas na regido do ultravioleta (280nm) contra
volume eluido da coluna mostrando um cromatograma com quatro picos de grande
absorcao de ondas (regiao de maior concentragdo de proteinas) (Grafico 1). Segui-
se uma segunda cromatografia de gel filtragdo em Sephadex G-100 medium,
aplicando-se 11 mg de veneno total, correspondendo a um volume de 5 ml, na
mesma coluna ja descrita. Obtiveram—se fragcbes do veneno parcialmente
purificadas, gerando um cromatograma com quatro picos de densidade Otica
significativas (leituras na faixa do U.V. 280 nm) (Grafico 2).

O perfil protéico de cada um dos picos, obtidos nestas cromatografias de
baixa pressao, foi caracterizado através de eletroforese SDS-PAGE e PAGE-SDS-
TRICINA (Figuras 4 e 5). No terceiro pico pode-se caracterizar a presenca de
proteinas e peptideos com massa molecular entre 15 e 3 kDa usando-se técnica de
eletroforese  SDS-PAGE-TRICINA. No quarto pico encontramos moléculas com
massas moleculares menores que 1 kDa e de natureza bioquimica ainda obscura, ja
que as fragGes deste pico tiveram alta absorgéo espectrofotométrica na faixa de 280
nm (U.V), mas ndo apresentaram perfil protéico em gel de eletroforese SDS-PAGE,
nem foi possivel dosagem protéica pelo método de Bradford (azul de Coomassie).

As fragbes correspondentes ao terceiro e quarto picos sdo as de principal
interesse para este trabalho, ja que nos propusemos a trabalhar com proteinas de
baixa massa molecular e peptideos. Somente estas fragdes foram utilizadas para

ensaios farmacolégicos em Campo Aberto.
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Figura 4. Gel SDS-PAGE gradiente 3-20% coloragdo prata monocromatica. Linha
(1) perfil protéico de veneno total de Loxosceles intermedia, (2), (3), (4) e (5) perfil
protéico de eluato de cromatografia em coluna de gel filtragdo (2,5x150cm)
Sephadex G-100 correspondendo respectivamente ao primeiro pico de elui¢ao,
segundo pico, terceiro pico e quarto pico conforme cromatograma do grafico 2.

Indicadores de massa molecular protéica a esquerda da figura.
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Figura5 Gel TRICINA-SDS-PAGE 16,5%, coloragao prata monocromatica. Linha
(1) perfil de eluicdo do quarto pico; (2, 3, 4) perfil de eluicdo do terceiro pico.
Todos os picos de eluigdo sao provenientes de cromatografia em Sephadex G-100
medium. A numeragdo dos picos foi determinada conforme perfil de eluicdo

demonstrado no Grafico 2. Marcadores de massa molecular estao representados

a esquerda da figura.

56



57

4.6 Caracteristicas macroscopicas da pele de coelho injetada com veneno
total e solugdes representativas do pico |, pico ll, pico lll e pico IV

Pudemos observar neste experimento no ponto VT e ponto Il o aparecimento
de sinais de dermonecrose em 4 horas, enquanto os pontos | e IV ndo demonstram
sinais de reacdo dérmica e o ponto Il apresenta sinais de hemorragia também com

quatro horas de experimentacgéo (Figura 6).

TEMPO
ZERO

4 HORAS

Figura 6 Aspecto macroscopico da pele de coelho apds a aplicagdo de veneno total
(VT) e picos I, 1I, lll e IV provenientes da cromatografia Sephadex G-100. Avaliagdo

nos tempos 0 hora e 4 horas.
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4.7 Caracteristicas normais macroscopicas e histolégicas da pele de coelho

O objetivo deste experimento onde os resultados seguem abaixo foi o de
estabelecer qual o tempo inicial de aparecimento e descrever o desenvolvimento das
lesdes cutaneas causadas por envenenamento agudo pelo veneno de L. infermedia,
tentando estabelecer alguma ligacdo com o tempo de surgimento de sinais e
sintomas sistémicos. Todos os animais testados reproduziram rea¢des semelhantes
para cada tempo testado. Foram usados trés coelhos por tempo ensaiado mais trés
coelhos controles.

Como controle a Figura 7 mostra o aspecto normal da pele de coelho. A
Figura 7A mostra macroscopicamente a aparéncia da pele depilada de coelho. Na
Figura 7B podemos observar detalhes histologicos da epiderme e da derme. O
epitélio escamoso estratificado, o stratum corneum com células queratinizadas e
fibras de colageno estdo bem visiveis. A Figura 7C mostra feixes de colageno do
tecido conectivo e detalhes das estruturas anexas aos pélos. A Figura 7D ilustra
detalhes da derme e do corium normais localizados abaixo da epiderme, onde se
pode observar uma camada de tecido conjuntivo denso rico em fibras de colageno
arranjadas em bandas entrelacadas ao acaso com varios tamanhos. Vasos
sanguineos normais responsaveis pelo suprimento de sangue para a derme também
podem ser vistos (7D). Figura 7E apresenta o aspecto normal do tecido muscular

esquelético localizado abaixo da derme.

4.8 Alteragoes histologicas induzidas em pele de coelhos pelo veneno de
L. intermedia 4 horas ap6s o tratamento

O sinal inicial de injuria aparece entre 1 a 4 horas apés a injecdo do veneno
de L. intermedia colhido por eletroestimulagdo. Como mostrado macroscopicamente
(Figura 8A), inchago e hemorragia (caracterizado como um ponto) desenvolveram-se
no local da injegdo. Histologicamente, com 4 horas apds a exposi¢do ao veneno a

epiderme estava preservada, mostrando o epitélio .escamoso estratificado e o
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stratum corneum com células queratinizadas (8B). Contudo ocorre edema abaixo da
derme, como mostrado pela marcada desorganizagdo do tecido conectivo frouxo
(8B). Neste estagio os foliculos pilosos estdo preservados. Uma bidpsia coletada
neste tempo mostra uma intensa colecdo de células inflamatérias dentro e nas
imediagbes dos vasos da derme, caracterizando massiva diapedese com infiltragdo
no tecido conjuntivo e até tecidos mais profundos. As células inflamatérias sdo
basicamente representadas por neutréfilos (8D, 8E e 8F). O tecido conectivo denso
dentro da derme apresenta desorganizagdo das fibras de colageno com infiltragao
multifocal por células inflamatérias (8H) e uma rede proteinacea formada entre feixes
de colagenos (8l). Reagdo imunohistoquimica usando anticorpo que reconhece
fibrinogénio confirmou que a substancia proteinacea era fibrina (8J), indicando um
aumento de permeabilidade vascular com exsudacido e edema intersticial. Foram
também detectados depdsitos de rede de fibrina intravascular e trombose de vasos
da derme, degeneragdo das paredes dos vasos, infiltragcdo e agregagéo de células
inflamatorias envolvidas num mecanismo leucdcito-dependente de extravasamento
vascular com fungdo de transmigragdo massiva através do endotélio (diapedese)
(Figuras 8K, 8L). Neste estagio a musculatura esquelética que forma uma interface
ao redor das fibras do colageno a partir da hipoderme comega a ser infiltrada por

células inflamatérias e apresenta edema (8M).
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Figura 7 Aspectos normais da pele de coelho

(A) Viséao macroscépica (fotografada) da area normal da pele depilada de
coelho (seta aberta). (B) Aparéncia em corte histolégico da epiderme e arredores
da derme (cabegas de flecha fechadas) mostrando a presenca de stratum
comeum e células queratinizadas; as setas fechadas mostram células epiteliais e
as setas abertas mostram feixes de colageno do tecido conjuntivo frouxo (400X).
(C) Detalhes da derme (setas fechadas) aponta foliculos pilosos; setas brancas
demonstram feixes de colageno do tecido conjuntivo denso (400X). (D) Aparéncia
de vasos sanguineos normais (cabegas de setas fechadas) mostrando células da
tunica intimé; setas fechadas apontam parede de vaso sanguineo (400X). (E)
Aspectos do musculo esquelético subcutaneo (setas brancas) mostram a interface
das fibras muéculares; cabecas de flechas fechadas apontam para miofibrilas de

aparéncia normal (400X).
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Figura 8 Mudancas histolégicas da pele de coelho 4 horas apos exposicao
ao veneno de L. intermedia

(A) Aparéncia macroscopica da area depilada de pele de coelho apés a
injégéo (seta aberta) mostra os arredores do ponto hemorragico no local da
injecdo. Cortes histolégicos da area injetada: (B) Células epiteliais preservadas
(setas fechadas) e células queratinizadas (cabegas de flecha fechadas) da
epiderme, mas desorganizacao das fibras de colageno do tecido conjuntivo frouxo
(setas abertas) esta presente, indicando a ocorréncia de edema (400X). (C) Os
foliculos pilosos estdo preservados (cabecas de flecha fechadas), mas pode-se
observar edema, que € caracterizado pela desorganizagcdo dos feixes de
colagenos na derme (setas fechadas), (200X). (D) Massiva acumulacao de células
inflamatérias dentro dos vasos na derme (setas fechadas), (100X). (E) Detalhes
dos vasc;s sanglineos mostrando o acumulo de leucdcitos inflamatérios dentro
(seta branca) e em volta (setas fechadas) do vaso, (630X). (F) Uma massiva
diapedese de células inflamatérias no tecido conjuntivo da derme (setas brancas)
pode ser visto; a seta fechada mostra o interior do vaso sanguineo (400X). (G)

Detalhes do infiltrado inflamatdrio mostram neutrdfilos (setas fechadas) como as

células envolvidas (1000X).
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FIGURA 8
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(H) Detalhes da derme mostrando cole¢des de leucocitos infittrados no
tecido conectivo (cabecas de flecha fechadas) e uma profusa desorganizagao das
fibras de colageno (setas fechadas) (400X). (1) Detalhes do tecido conectivo denso
mostrando desorganizagao das fibras de colageno (setas fechadas), uma colegao
de células inflamatdrias (Cabegas de flecha fechadas) e uma rede proteinacea
difusa entre as fibras colagenas (setas abertas), (200X). (J) Reagéo
imunohistoquimica positiva usando anticorpo antifibrinogénio confirmando a
natureza da rede proteinacea na derme como sendo fibrina e evidenciando a
exsudagao de plasma (cabecas de flecha fechadas), (430X). (K) Detalhes dos
vasos mostrando rede intravascular de fibrina com leucécitos aderidos (setas
fechadas), (630X). (L) Um vaso congestionado com coagulo (cabecas de flecha
fechadas), cole¢cdo de leuctcitos aderidos no trombo (seta branca) e leucécitos
infiltrando nas redondezas do tecido conectivo (setas fechadas), (200X). (M)
Desorganizagdo das fibras do tecido muscular esquelético (setas fechadas)
suportando a presenca de edema muscular e infiltragdo inflamatéria (cabecgas de

flecha fechadas),(200X).
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4.9 Ensaios farmacolégicos - Avaliagao da Atividade Geral (veneno total)

O ensaio farmacolégico realizado foi teste de Campo Aberto e foram
avaliados os critérios locomog¢ao, levantar, “grooming” (tempo de limpeza realizado
pelo animal no corpo durante o experimento em segundos), fezes e tempo parado
(duragdo da imobilidade em segundos), ja citados na metodologia. Testaram-se
quarenta e cinco camundongos albinos suigos machos com massa corporal entre 20
a 30 g divididos em grupos de cinco animais (9 grupos). Cada ensaio utilizava 3
grupos de camundongos e foi realizado trés vezes (dias diferentes, porém no mesmo
periodo do dia, pela manhd). Cuidados foram tomados para que nido se
introduzissem variaveis tais como barulho, odores diferentes, em cada dia de teste.
A cada dia testava—se um grupo injetado com PBS, um injetado com veneno total
0,5 mg/kg de MC do camundongo e um injetado veneno total dose 0,75 mg/kg de
MC do camundongo. A via de injegdo era a intraperitonial. Os animais foram
avaliados por cinco minutos, uma hora ap6és a injecao exatamente.

Dentro das metodologias estatisticas propostas para analise dos dados acima

obtivemos os seguintes resultados:

Tabela 1. Efeitos da administragao do veneno total 0,5 e 0,75mg/ka na

atividade geral de camundongos em campo aberto.

PARAMETROS CONTROLE VENENO TOTAL VENENO TOTAL
PBS (n=15) 0,5mg/kg (n=15) 0,75mg/kg (n=15)

LOCOMOGCAO 142,2+47.8 71,9457 4* 85,8+78,0*
LEVANTAR 49,2+14,2 21,8+22,5* 17,1414,2*
PARADO (s) 39489 91,1474,8* 91,0+69,9*
FEZES 4,3%2,2 0,8+0,9* 0,7+1,3*

Dados representam a média + desvio padrao. Anova seguida do teste de Tukey. *p< 0,05 em

comparagao tratado com o grupo controle.
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O dado “grooming” ndo teve avaliagdo estatistica que se mostrasse

significativa, por isso foi omitido nas tabelas acima.

4.10 Ensaios farmacolégicos - Avaliagao da Atividade Geral (Picos lll E IV da
Cromatografia de Gel Filtragdo)

Para ensaios neurocomportamentais foram usadas fracdes concentradas dos
picos |l e IV que representam graficamente a eluicdo dos constituintes do veneno
total de L. intermedia em cromatografia de baixa pressdo em coluna cromatografica
ja descritas na metodologia e mostrados no Grafico 2 e Figuras 5 e 6.

Pela dificuldade de dosagem da concentrag¢ao e caracterizagdo das moléculas
do pico IV, usamos padronizagdes volumétricas com base nas leituras de densidade
otica na faixa comprimento de onda de 280 nm. Para as fragbes correspondentes ao
pico IV injetamos em cada camundongo do experimento 3ml da solugdo obtida a
partir da cromatografia de gel filtragdo concentrado para um volume final de 250pl.
Sendo que o controle salina, que foi o solvente carreador utilizado na segunda
cromatografia gel filtragdo, foi concentrado na mesma proporgéo do tratamento (3ml
concentrado até volume final de 250ul). Na segunda cromatografia realizada para o
veneno total utilizou-se como solugdo carreadora solugdo salina 0,9% (NaCl 0,9%
em agua deionizada) que é totalmente atéxica para os organismos. Na primeira a
utilizacdo de TBS inviabilizou os ensaios de neurotoxicidade, pois mostrou-se
extremamente téxico aos animais principalmente quando injetado concentrado.

As moléculas existentes no terceiro pico de elui¢gdo (pool das fragdes) foram
concentradas e dialisadas (membrana com exclusdo de 1kDa) contra solugdo salina
0,9% e dosadas por microensaio usando azul de Coomassie como descrito na
metodologia. Em cada animal foi injetado 0,26 mg/kg MC da solugdo obtida e

dosada depois da dialise.
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Tabela 2. Efeitos da administracdo de solugdo representativa das moléculas
que eluiram da cromatografia Sephadex G-100 no pico lil na atividade geral de

camundongos em um campo aberto.

PARAMETRO CONTROLE SALINA PICO Il
NaCl 0,9% (n=5) 0,26mg/kg (n=10)
LOCOMOGAO 136,0£40,0 133,0£42,0
LEVANTAR 46,2422,5 38,2414,0
PARADO (s) 0,240,4 2,3+36
FEZES 3.2+1,3 28423
GROOMING 2,4153 6,516,6

Dados representam a média + desvio padrdo. Anova seguida do teste de Tukey.

Tabela 3. Efeitos da administracdo de solugao representativa das moléculas
que eluiram da cromatografia Sephadex G-100 no pico IV na atividade geral de

camundongos em um campo aberto.

PARAMETRO CONTROLE SALINA PICO IV
2501 (n=10) 250p! (n=20)
LOCOMOCAO 171,9435,2 109,5+49,3*
LEVANTAR 4794152 26,6+21,8*
PARADO (S) 0,140,3 26,7+38,9*
FEZES 2,442,3 1,4+2,1
GROOMING 7,2+4,4 14,1415,2

Dados representam a média + desvio padrdo. Anova seguida do teste de Tukey. *p< 0,05 em

comparagao grupo tratado com o grupo controle.
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4.11 Testes Neurocomportamentais — Avaliacdo da Atividade Geral com
Administragao Prévia de Bloqueador de Canais Calcio — Verapamil

Os ensaios com bloqueador de canais de calcio foram realizados testando-se
duas doses diferentes de bloqueador que foram seguidas de inje¢ao de veneno total
(dose 1mg/kg MC/camundongo) 30 minutos apos a administragcdo do medicamento.

Além de experimentos com reforco de bloqueador 3 horas apés injegdo do
veneno nos quais foram somente testados o uso do bloqueador (sem injecdo
posterior de veneno) e sem teste em CA. apenas para se determinar qual a dose
maxima que se poderia usar de bloqueador sem que houvesse alteracdo
comportamental dos individuos (exemplo: convulsao).

No caso do experimento usando somente o bloqueador foram injetadas
doses de 5, 10, 15 e 20mg/kg MC por camundongo sem que houvesse alteracbes
significativas dos individuos (ndo convulsionaram e nao morreram).

O ensaio com reforgo, isto &, repeticdo da administragdo de bloqueador
(mesma dose da 1° dose 10mg/kg MC) 3 horas apés a injegdo do veneno teve como
resultado a morte acelerada de todos os animais do grupo, mostrando que a

repeticao da administracdo de bloqueador foi prejudicial aos mesmos.

Tabela 4. Tempo em minutos contados desde o instante de inje¢cdao do reforgo

de bloqueador de canais de calcio até a morte dos camundongos.

CAMUNDONGO TEMPO ATE A MORTE APOS REFORGO
ANIMAL 1 37 MINUTOS
ANIMAL 2 117 MINUTOS
ANIMAL 3 5 MINUTOS
ANIAML 4 21 MINUTOS
ANIMAL 5 8 MINUTOS

Dados absolutos de tempo de sobrevida dos camundongos apds inje¢ao de reforgo de bloqueador de

canal de calcio (verapamil 10mg/kg MC).
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Nos testes com bloqueador foram usados duas doses diferentes de 5 e
10mg/kg por camundongo e administracdo de 1mg/kgMC de veneno total de L.
intermedia ap6s 30 minutos, onde tivemos como parametros o controle salina (grupo
de animais injetados com salina 0,9% que foi o diluente de todas as outras solugbes
- SAL), controle verapamil (grupo injetado com verapamil 10mg/kg MC - VER),
controle veneno (grupo injetado apenas veneno total na dose de 1mg/kg MC sem
administracdo alguma de bloqueador - VEN). Além dos parametros usuais ensaiados
em CA, analisou-se também o tempo de morte dos camundongos. O tempo de morte
foi considerado o tempo em minutos que o animal levou para morrer a partir da
injecdo do veneno. O dado tempo de morte também foi colhido, porém ndo se

mostrou reprodutivo.

Tabela 5. Efeitos da administragao prévia de verapamil (5mg/kg MC) seguida da

administragao do veneno total na atividade geral de camundongos em campo

aberto.
1° Experimento
PARAMETRO CONTROLE CONTROLE VERAPAMIL+VENENO
SALINA 0,9% VERAPAMIL 5mg/kg 5mg/kg+1mg/kg
(n=5) (n=5) (n=5)
LOCOMOGCAO  166,6+53,8 213,4126,9 85,0+77,4*
LEVANTAR 46,8+20,2 54,4147 20,8+34,2
PARADO (s) 8,6114,3 0,0£0,0 95,2+77,6%
FEZES 3,812,7 4,0+£3,0 0,610,5
GROOMING 10,4+12,8 2,844,3 6,616,8

Dados representam a média + desvio padrdo. Anova seguida do teste de Tukey. *p< 0,05 em
comparagdo tratado com o grupo controle salina. * p< 0,05 em comparagao do grupo tratado com

controle verapamil.
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Tabela 6. Efeitos da administragao prévia de verapamil (10mg/kg MC) seguida
da administragdo do veneno total na atividade geral de camundongos em
campo aberto.

2° Experimento

PARAMETRO CONTROLE CONTROLE VENENO VERAPAMIL+

SALINA 0,9% VERAPAMIL 1mg/kg VENENO
(n=10) 10mg/kg (n=10) 10mg/kg+1mg/kg
(n=10) (n=10)

LOCOMOGAO  1355+312 1338782  36,0+41,5% 51,0+56,9*
LEVANTAR 46,0+13,5 44 1£255 8,1+15,8* 9,7416,4*
PARADO (s) 1,142,2 0,541,1 141,5+66,8** 97,5+67,6*
FEZES 3,9+2,1 2,821 0,9+1,9* 0,3x0,9*
GROOMING 8,7+7,3 10,616,4 3,844,7 9,5+10,7

Dados representam a média * desvio padrdo. Anova seguida do teste de Tukey. *p< 0,05 em
comparagao tratado com o grupo controle salina. * p< 0,05 em comparagao tratado com o grupo

controle verapamil.

Durante estes e outros ensaios, onde se injetou veneno total de L. intermedia
em doses muito acima da DLsp determinada para estes animais (camundongos
albinos suigos DLsy 0,48mg/kg MC), pode-se observar que alguns animais eram
refratarios aos efeitos comportamentais depressores e também letais do veneno, isto
€, nao sofriam alteragcbes e ndo morriam em consequéncia da inje¢do do veneno
total da aranha marrom. A partir desta observagéo resolvemos colher sangue dos
animais refratarios e dos sensiveis (pouco antes da morte pela inje¢do do veneno) e
testar a presenca de anticorpos naturais contra constituintes do veneno total através

de técnicas de WB.
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Estas amostras foram colhidas e armazenadas em freezer —20°C. A coleta de
sangue dos camundongos foi realizada através da cauda dos animais como descrito
na metodologia. No caso dos animais sensiveis ao veneno estes foram anestesiados
com éter e em seguida procedeu-se coleta de sangue por pung¢ao cardiaca com
coragao exposto. O sangue foi colhido imediatamente antes da morte dos animais
em decorréncia da inje¢do intraperitonial do veneno da aranha marrom (quando
estes animais davam sinais claros de que iriam a ébito imediato).

O resultado do imunoblotting do veneno total soro dos camundongos
sensiveis e refratarios (anticorpo primario 1:50) foi negativo ndo surgindo nenhuma
banda visivel na membrana de nitrocelulose quando revelado com anticorpo
secundario que reconhece IgG de camundongo marcado com fosfatase alcalina.

Figura ndo apresentada.

4. 12 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa das moléculas provenientes do pico IV da
cromatografia de gel filtracdo (Sephadex G-100) teve como resultado um perfil
espectrométrico similar ao obtido para oligopeptideos. No Gréafico 3 pode-se
observar este perfil e compara-lo ao perfil obtido para a solugio diluente deste pico
(Grafico 4), que é a salina (NaCl 0,9%). Dentro do perfil obtido no Grafico 3 sugere-
se que sua composicdo seja de oligopeptideos com 3 a 14 aminoacidos

aproximadamente.
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5 DISCUSSAO

Para padronizarmos os ensaios com o veneno de L. intermedia realizamos os
primeiros experimentos (SDS-PAGE, blotting lectinico e zimograma) comparando-se
veneno obtido por eletroestimulagdo e extrato de glandula, sendo os resultados
muito semelhantes, utilizamos para os demais experimentos o0 veneno
eletroestimulado ao qual nos referimos como veneno total ou veneno bruto. A
escolha se justicou pela facilidade de coleta do veneno por este método, além de
nao haver necessidade de sacrificio das aranhas.

O estudo dos peptideos e proteinas de baixa massa molecular, que perfazem
aproximadamente 40% do total do contelido protéico do veneno de Loxosceles
intermedia, apresentou algumas variantes quanto ao modo de realizagao do gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. Para que houvesse uma separacdo adequada nesta
regido de baixa massa foi necessario introduzir uma modificagao, que foi o uso do
tampao tricina na técnica eletroforética, além da preparagio do gel de poliacrilamida
com trés regiées: uma de empacotamento da amostra com malha mais aberta, uma
regido de espagamento com malha mais fechada que proporcionou uma primeira
separacgdo protéica e uma regido de separagéo propriamente dita a qual fazia com
que as bandas migrassem de modo otimizado em relagdo aos géis de separacgio de
malha mais fechada mais comumente usados. O resultado desta nova técnica pode
ser visto quando comparamos o perfil de separagao eletroforética obtida com gel de
poliacrilamida normal e o SDS-PAGE-TRICINA, onde no primeiro (Figura 1.a) a
regido de baixa massa é apenas separada das demais regides de diferentes massas
protéicas, ndo havendo separagdo adequada entre as proteinas e peptideos que
compdem esta regido mais inferior do gel. Na Figura 1.b, onde usamos a técnica
modificada (SDS-PAGE-TRICINA) a separagédo eletroforética das proteinas e
peptideos na regido inferior do gel fica muito mais evidente permitindo uma

avaliagdo mais razoavel do numero de bandas protéicas existentes.



76

Para buscarmos mais informagdes sobre as caracteristicas bioguimicas das
moléculas com migracdo eletroforética na regido de baixa massa molecular do
veneno loxoscélico, foram processadas reagdes com base na afinidade lectinica das
moléculas glicosiladas. Ha uma grande especificidade e afinidade (aproximadamente
equivalente a afinidade e especificidade descrita para reagdo antigeno — anticorpo)
das lectinas por grupamentos glicidicos especificos. Testamos as seguintes lectinas:
GNA, ligante especifico de residuos de manose; Con — A, ligante especifico de
residuos de manose e glicose; MMA, ligante especifico de acido sidlico; WGA,
ligante especifico de residuos de N-acetil glicosamina; AAA, ligante especifico de
fucose; PHA-L ligante de polilactosamina (galactose ligada a N-acetil glicosamina) e
PNA ligante de polilactosamina (galactose terminal O-ligada). Estas lectinas s&o
marcadas com DIG (digoxigenina) e para revelagdo da reagéo usou-se anticorpo
que reconhece digoxigenina marcado com fosfatase alcalina. A reagdo foi
processada nas fitas de nitrocelulose que receberam por eletrotransferéncia
(“blotting”) as proteinas provenientes do gel de separacao eletroforética SDS-PAGE-
TRICINA. Pode-se verificar que para a regido de interesse ndo houve aparecimento
de reacgdo positiva para nenhum dos agucares testados, tanto para o veneno total
quanto para o extrato de glandula como mostram as figuras 3.a e 3.b, descartando-
se a possibilidade de serem estes peptideos produtos de degradagdo das
glicoproteinas com massas moleculares maiores presentes no veneno (VEIGA et al.,
1999).

Para testar possivel atividade proteolitica das proteinas de baixa massa e
peptideos fez—se uso da técnica conhecida por zimograma ou zimografia, na qual se
introduziu @ malha de poliacrilamida um substrato protéico, no nosso caso usamos
gelatina a 2mg/ml de gel, e procedemos a corrida eletroforética normalmente. Na
sequéncia o gel foi tratado com solugéo de Triton a 2,5% (retira o SDS e proporciona
uma renaturacdo das moléculas) e incubado em tampdo 6timo para enzimas (Tris

pH 7,3; NaCl 200 mM; CaCl, 5mM; MgCl, 5mM). Em seguida a coloragdo de
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Coomassie Blue observamos o gel ao negatoscopio e ndo foi evidenciada nenhuma
atividade proteolitica na regido de interesse (Figura 3).

Considerando — se os dados ja colhidos sobre as moléculas de baixa massa
no veneno loxoscélico (fragcdo peptidica) podemos conjecturar que sao moléculas
com massa entre 12 e 3 kDa, ndo tém atividade proteolitica, ndo apresentam
glicosilagao nas moléculas.

Uma segunda classe de moléculas de baixa massa surgiu no processo de
separacao parcial das moléculas do veneno durante a gel filtragdo (Sephadex G-
100). Foram observadas através da formag¢do de um pico de alta absor¢cdo de
energia na faixa de 280 nm (UV), mas ndo sdo observadas nos géis de
poliacrilamida. Estas moléculas foram denominadas durante o trabalho como
moléculas do quarto pico (ou do pico IV) devido a sua localizagdo no grafico (ver
grafico 1 e 2) que foi construido através da contraposi¢do do volume das fragdes do
veneno que eluiram da coluna cromatografica e sua absorgao na faixa de 280nm
(UV). Durante este trabalho buscou-se caracterizar qual a natureza bioquimica
destas moléculas, para tanto se realizou uma espectrometria de massa que néo foi
conclusiva, mas sugeriu a presenga nas amostras de oligopeptideos com 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 13 aminoacidos aproximadamente (considerando-se que cada
aminodacido equivale a 100Da), pois picos observados na espectrometria de massa
tém valores proximos a 300,400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1300 e
1400Da tanto para o perfil ionizado positiva quanto para o ionizado negativamente. A
salina, que esta presente nas amostras para evitar a agregacédo das proteinas
durante a cromatografia, pode mascarar o perfil da espectrometria de massa, pois 0s
ions sédio e cloreto formam cadeias idnicas que mostram perfil idéntico a
oligopeptideos. Sabendo-se que oligopeptideos podem fazer parte das amostras é
necessario refazer este experimento na auséncia destes ions para se confirmar o
perfil ja obtido (Gréficos 3 e 4). A presencga de oligopeptideos com massa menor que

1kDa, justificaria a auséncia no gel de poliacrilamida SDS-PAGE-TRICINA
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(resolugdo até 1 kDa) de qualquer sinal que comprovasse a existéncia de peptideos
(coloragdo monocromatica de prata: sensibilidade na faixa de ng).

Tentando-se associar atividades biolégicas aos componentes de baixa massa
molecular do veneno foram desenvolvidos ensaios com modelos animais. Os
ensaios realizados em coelhos buscaram alguns parametros que pudessem ser
comparados aos relatos clinicos em humanos e em outros modelos experimentais.

No primeiro ensaio foram injetadas amostras de veneno total, do pico |, pico
I, pico lll e pico IV provenientes da cromatografia de gel filtragcao (Grafico 2) na pele
de coelho. Os resultados mostraram aparecimento de reagdo dermonecrética nas
amostras de veneno total e pico ll, 0 que era de se presumir ja que a literatura
(BARBARO et al., 1996) descreve a presenca de reagdo dermonecrética deste
veneno e atribui esta reagdo a uma proteina dermonecrética de 32-33kDa. No ponto
de inoculagao do pico Il na pele de coelho, pode-se observar hemorragia local que
nao se pode atribuir devidamente a moléculas deste grupo (pico lll), a separagéo
das proteinas do veneno pode néo ter sido adequada havendo superposi¢do de
moléculas do segundo pico no terceiro. O ponto de inje¢ao do pico | e do pico IV ndo
apresenta reacdo alguma visivel na pele do coelho com observagdo em 4 horas
apos a inoculagéo.

A analise histolégica realizada 4 horas apds a exposi¢do ao veneno mostrou
macroscopicamente um ponto hemorragico no local da inje¢ao. Microscopicamente,
as células da epiderme e foliculos pilosos na derme estdo preservados, apesar dos
eventos mais recentes observados na derme, edema intersticial, exsudagao de
plasma indicado pelo depésito de fibrina no tecido conectivo, uma massiva
acumulacédo de leucécitos (PMN) dentro dos vasos sangiineos (nenhum outro tipo
de leucdcito foi detectado em nosso modelo) e uma evidente diapedese com
infiltrado inflamatorio de estruturas intersticiais e até mesmo tecido muscular. Neste

tempo nés também detectamos trombose capilar e degeneracdo de parede de
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vasos, além de edema no tecido muscular abaixo da pele. Nao foi observado
espalhamento gravitacional nos animais ap6s 4 horas de inje¢do do veneno.

Baseados nos resultados deste trabalho, ndés mostramos uma colegdo
prematura e massiva de leucécitos PMN dentro dos vasos e distribuidos nas
vizinhangas dos tecidos e como estas células tém papel essencial nos efeitos
dermonecréticos do veneno de aranha marrom (SMITH E MICKS, 1970; PATEL et
al., 1994), nés podemos entender porqué a maioria dos tratamentos ndo produz
decréscimo na dermonecrose quando aplicado mais tardiamente ao acidente e a
importancia do diagnéstico diferencial e da visita ao médico para terapia efetiva.

Este relato de reagcao dermonecrética rapidamente desenvolvida somado aos
relatos clinicos dos acidentados com este veneno nos levaram a buscar atividade
sobre o sistema nervoso central também em tempo bem precoce. Para os primeiros
ensaios farmacoldgicos escolhemos o tempo de 1 hora apés a inje¢do do veneno
para avaliagdo dos efeitos deste veneno sobre o SNC.

Os ensaios farmacologicos realizados com veneno total injetado
intraperitonialmente em camundongo mostraram que o veneno bruto apresenta acao
sob o sistema nervoso central de forma depressora, tal informagéo pode ser
verificada através dos dados obtidos no ensaio de atividade geral em campo aberto
que em quatro dos cinco parametros analisados mostraram resultados estatisticos
significativos confirmando esta acdo depressora (Tabela 1).

Na seqléncia dos experimentos foi testada a acido farmacoldgica das fragées
parcialmente purificadas do veneno (pico Ill e pico IV), tentando assim buscar qual,
exatamente, a por¢do do veneno responsavel por esta acio descrita sobre o sistema
nervoso central. As doses de veneno total testadas nos ensaios estédo acima da DL
descrita na literatura que é de 0,48mg/kg de massa corporal (BARBARO, et al 1996),
contudo reproduziram a contento as reagdes organicas dentro dos tempos
estabelecidos para registro dos dados. Os animais que apresentaram depressao do

SNC né&o sobreviveram ao término dos ensaios, porém aqueles que nao sofreram
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acao depressora do veneno tiveram comportamento em termos de sobrevivéncia
igual aos do grupo controle (injetados com PBS ou salina), no caso do veneno total.
Os animais injetados com as fragcdes de veneno sobreviveram ao término do
experimentos, inclusive os que sofreram alteragcbes comportamentais.

Os ensaios neurocomportamentais com avaliagido da atividade geral em CA
com fragGes do pico Il e pico IV provenientes da primeira cromatografia de gel
filtracdo foram invalidados, pois a inje¢gdo de tampdo TBS como controle na mesma
concentragao (padronizagdo volumétrica) deste diluente presente nas fracbes
mostrou-se extremamente toxico, provocando alteragdes muito grandes nos animais,
levando todos os individuos deste grupo controle a morte. Este motivo nos levou a
substituir, numa segunda cromatografia de baixa pressdo, o tampao TBS por salina
0,9%. A salina ndao sendo téxica permitiu que procedéssemos aos ensaios em
animais e impediu que as proteinas precipitassem durante a separagdo na coluna
cromatografica, 0 que poderia ocorrer se usassemos agua durante a cromatografia.

A segunda cromatografia reproduziu com fidelidade tanto o perfil
cromatografico quanto o perfil protéico de eluigdo que foram monitorados por leituras
no comprimento de onda de 280 nm e por géis SDS-PAGE e SDS-PAGE-TRICINA
respectivamente, como mostram os graficos 1 e 2 e as figuras 4 e 5. Das fragées
obtidas em cada pico fez-se um apanhado de cada tubo representativo de cada um
dos picos de separacgao de interesse para testes neurocomportamentais.

Os resultados colhidos em campo aberto injetando-se a solugdo proveniente
do 3° pico em camundongos albinos suigcos machos (0,260mg/kg MC) estéo
representados na Tabela 2. Podemos observar pela andlise estatistica que ndo
houve nenhuma alteragdo nos individuos tratados em relagdo ao grupo controle.
Com tais dados podemos supor que ndo seja esta a fragdo do veneno que exerca a
acao no sistema nervoso central descrita para o veneno. Ndo podemos porém,

descartar um sinergismo destas moléculas com as demais do veneno tanto para
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acao sistémica como para agdo local, j4 que esta fragdo é encontrada com
abundancia no veneno.

Os ensaios farmacolégicos neurocomportamentais em campo aberto
realizados com as moléculas do quarto pico (Tabela 3) mostram significancia
estatistica para trés (locomogédo, levantar e parado) dos quatro parametros
(locomogéo, levantar, parado e fezes) significativos para o veneno total. Estes dados
demonstram que esta fracdo & responsavel, quase que totalmente, pelos efeitos
depressores do SNC. Sabemos que estas moléculas sdo pequenas (menores que
1kDa segundo espectrometria de massa e avaliagdo em gel de poliacrilamida),
massa molecular baixa favoreceria uma passagem pela barreira hematoencefalica,
mas outros experimentos devem ser realizados para que novos dados somem-se a
este e confirmem este achado.

Outro fator que merece destaque € a dosagem aplicada em cada animal teste
das fragbes do pico IV. A relevancia estda em que foi feita uma padronizagéo
volumétrica e ndo de concentracdo, este fato deve-se a obscuridade da natureza
bioquimica destas moléculas até entdo, ja que nunca foram descritas em literatura
por parte da separagdo e purificagdo parcial do veneno de L. intermedia.
Provavelmente este perfil cromatografico contendo um quarto pico foi obtido por
termos utilizado uma coluna cromatografica de grandes propor¢des, o que nao é
muito usual. A padronizacdo volumétrica a que nos referimos é a seguinte: foi
injetado em cada animal do grupo teste 3ml da solugdo chamada “pool” do pico IV
concentrado para um volume final de 250ul, que foi o volume padrao injetado nos
camundongos com massa corporal variando entre 20 e 30g. Como parametro deste
tipo de ensaio foram injetados, nos animais do grupo controle, 3 ml de salina 0,9%
concentrado também para volume final de 250ul.

O uso de bloqueador de canais de calcio foi introduzido ao se colherem dados
da literatura que mostravam ac¢do de venenos de outras aranhas sobre estas

estruturas (GRISHIN, 1999; ESCOUBAS et al.,2000). A escolha de verapamil se
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deveu ao fato deste medicamento ser de facil aquisi¢cdo e ter acdo farmacologica
sobre canais de célcio que sdo os mais comumente atingidos por acdo de drogas
(FUTURO-NETO, 1999). O verapamil usado foi o Dilacoron®, marca comercial do
sal produzido pela Knoll Industria Farmacéutica que mantem este medicamento
disponivel em qualquer farmacia comercial na forma injetavel (caixa com 5 ampolas
de 2ml; 5mg/ampola).

Para ensaios com bloqueadores de canais de calcio buscamos dados na
literatura que dessem idéia de qual a dose mais apropriada para iniciar os
experimentos (FUTURO-NETO, 1999). Sendo assim comegamos os testes com
dose de 5mglkg MC e em seguida testamos a dose de 10mg/kg MC sempre
injetando veneno bruto (1mg/kg MC) meia hora ap6s a injegcdo do bloqueador
sempre por via IP. Testamos paralelamente as concentragées de 15 e 20 mg/kg MC
para o verapamil sem que fosse em seguida injetado o veneno ou que os animais
fossem levados para CA. Este ultimo teste foi realizado para apenas determinar-se o
quanto se poderia aumentar a dose de bloqueador sem que os animais sofressem
alteragdes grandes como convulsdo e morte. Estas alteragbes nao ocorreram com
nenhum individuo testado.

Os ensaios da atividade geral em campo aberto com administracdo de
bloqueador de canais de calcio tiveram como controles um grupo injetado com salina
0,9% (10ul/g MC), um grupo injetado com verapamil 5mg/kg MC, um grupo injetado
com verapamil 10mg/kg MC e um grupo injetado com veneno total de L. intermedia
1mg/kg MC e tiveram como teste grupos injetados com verapamil 5mg/kg MC +
veneno 1mg/kg MC 30 minutos apds o bloqueador, verapamil 10mg/kg MC + veneno
1mg/kg MC 30 minutos apés o bloqueador e verapamil 10mg/kg MC + veneno
1mg/kg MC 30 minutos apds o bloqueador + reforco de verapamil 10mg/kg MC 3
horas ap6s injecdo do veneno. A avaliagdo da atividade geral em CA foi realizada
para os grupos controle uma hora apds a injecdo da respectiva solugdo. Para os

grupos injetados com bloqueador e 30 minutos apds a primeira injecéo outra injecao
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com veneno, o tempo de uma hora foi contado a partir da injecdo do veneno
(Tabelas 5 e 6). Os grupos que receberam doses de 15 e 20mg/kg MC de
bloqueador verapamil foram testados apenas para tempo de morte e alteragbes
como convulsdo, mesmos parametros avaliados no grupo que recebeu reforgo de
verapamil 3 horas apés a injecéo de veneno.

O controle de tempo foi introduzido, apds se observar durante os ensaios que
animais previamente tratados com bloqueador tinham tempo de vida prolongado em
relagdo aos que nao recebiam a droga, pelo menos em termos absolutos. Contudo,
nao se confirmou este dado quando submetido a analise estatistica.

Todos os grupos ensaiados, tanto controles como os testes, tinham pelo
menos 5 individuos, o que estatisticamente dentro de nossos parametros era
amostragem suficiente e significativamente representativa de cada grupo. Quando
dentro de um ensaio a variabilidade individual era muito grande o numero de
individuos no experimento era aumentado até que tivéssemos uma populagao
suficientemente grande para que fosse possivel a analise estatistica. Os dados,
embora fornegcam resultados claros de que as moléculas presentes no pico IV da
cromatografia em Sephadex G-100 tém atividades neurotdxicas, estes ndo nos
permitem concluir que estas atividades neurotéxicas sejam em fungdo de agéo
agonista ou antagonista sobre canais de calcio, exigindo que outros protocolos

experimentais sejam realizados.
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6 CONCLUSAO

Com estes resultados podemos afirmar que os componentes de baixa massa
molecular do veneno de L. intermedia apresentam dois grupos de substancias: um
com massa molecular entre 15 e 3 kDa, sem atividade proteolitica (gelatinolitica),
aparentemente nao glicosilada e sem acao sobre o sistema nervoso central de
camundongos. Durante este trabalho pudemos detectar outro grupo com baixa
massa molecular ainda com natureza bioquimica ndo devidamente estabelecida,
mas que podemos sugerir que sejam oligopeptideos com massa variando de 300 a
1400 Da (3 a 14 aminoacidos), que tem agao sobre o sistema nervoso central de
camundongo dentro dos parametros ensaiados aqui, € que pode ser responsavel
pela agdo sistémica central descrita em humanos acidentados com esta aranha.
Esta classe de moléculas ndo tem acdo dermonecrdtica em pele de coelho
(observagdo dentro das primeiras 4 horas apds a inoculagdo). A agéo local do
veneno total e pico Il (dermonecrose) em pele de coelho aparece dentro das
primeiras quatro horas a partir da inoculagdo. Esta reacdo néo esta relacionada com
as moléculas separadas no pico | e IV. A reagdo dérmica para as moléculas do
terceiro pico néo foi devidamente estabelecida. Ja os sinais e sintomas sistémicos
em camundongos (depressdo do SNC) estdo instalados ap6és uma hora da

inoculacéo tanto do veneno total como do pico IV.
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