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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo, estudar, a morfologia das glandulas
produtoras de veneno da aranha L. intermedia, bem como esclarecer questoes
relacionadas ao perfil e fungGes dos oligossacarideos conjugados as glicoproteinas
deste veneno.

A aranha marrom, do género Loxosceles, tornou-se de grande importancia
médica, devido aos acidentes de envenenamento (loxoscelismo) que vem ocorrendo
em diferentes partes do mundo. As atividades biolégicas do veneno da aranha
marrom normalmente incluem lesdées dermonecréticas no local da picada,
acompanhadas por efeitos hemoliticos e hemorragicos e também pelo quadro clinico
de insuficiéncia renal aguda (IRA).

Pelo uso de microscopia Optica, microscopia eletronica de transmissao e de
varredura, demonstrou-se que a organizagao das glandulas produtoras de veneno
de Loxosceles intermedia seguem a arquitetura geral das glandulas de veneno de
outras aranhas. A microscopia eletronica de varredura mostrou que as glandulas de
veneno sao estruturas pares, situadas no cefalotérax e que descarregam seus
produtos de secregao diretamente em um par de tubos ligados a cada quelicera.
Usando-se microscopia optica e microscopia eletronica de transmissao, observou-se
que as glandulas apresentam camadas de fibras de muisculos estriados, em contato
com uma membrana basal que separa a regido muscular da camada epitelial. As
células epiteliais possuem um citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocondrias, complexo de Golgi e vesiculas secretoras contendo o veneno, uma

mistura complexa de proteinas.



Com as técnicas de lectina-blotting, cromatografia de afinidade lectinica e
tratamentos com glicosidases, detectou-se no veneno estruturas do tipo alta-manose
N-ligadas, proteinas com residuos de fucose N-ligados e proteinas com residuos de
N-acetilgalactosamina O-ligados, mas auséncia de glicosaminoglicanos ou
estruturas complexas contendo galactose ou acido sialico terminais. Com veneno
deglicosilado enzimatica ou quimicamente, demonstrou-se que a agregacao
plaquetaria (atividade trombocitopénica), como também os efeitos fibronectinolitico e
fibrinogenolitico (hemorragicos), sdo acgucar-independentes quando comparados
com os efeitos do veneno glicosilado. Uma analise através de zimograma co-
polimerizado em géis de gelatina, mostrou que a loxolisina B, uma metaloprotease
gelatinolitica de 32-35 kDa, é uma glicoproteina do tipo alta-manose e que apés uma
N-deglicosilagao enzimatica teve seu peso molecular reduzido em aproximadamente
2 kDa e seu efeito gelatinolitico residual em 28%, quando comparado com a
molécula glicosilada. Nesta condi¢do apontou também uma atividade Qelatinolitica
dependente da glicosilagdo pds-traducional. O tratamento quimico ou enzimatico do
veneno de L. intermedia (deglicosilacdo), reduziu significativamente seu efeito
dermonecrético quando testado experimentalmente em coelhos. Este dado sugere
fortemente que residuos de oligossacarideos exercem um importante papel nos
efeitos lesivos do veneno da aranha marrom e abre a possibilidade de se postular

uma terapia topica das lesOes cutdneas, baseada em carboidratos.



ABSTRACT

The objective of the present study was to describe the morphology of the
venom glands of L. intermedia, and to study the profile and functions of the
oligosaccharides in the proteins of the referred venom.

The brown spider, genus Loxosceles, is becoming of great medical
importance, with envenomation (Loxoscelism) occurring throughout the world. The
biological activities of the brown spider venom usually include dermonecrotic lesions
at the bite site accompanied by hemolytic and hemorrhagic effects and also by renal
failure.

Through light microscopy, transmission eletron microscopy and scanning
eletron microscopy, it was demonstrated that the organization of the venom gland of
Loxosceles intermedia follows the general architeture of spiders’ venom glands.
Scanning electron microscopy showed that the venom glands are paired organs
located in the cephalothorax, which discharge their secretions directly via a duct to
each chelicera. Using light microscopy and transmission electron microscopy we
observed that the venom glands of L. intermedia present layers of striated muscle
fibers in touch with an extracellular matrix which is a basement membrane structure
separating the muscular region from epithelial cells of the venom gland. This
structure has a cytosol extremely rich in rough endoplasmic reticulum, mitochondria,
Golgi apparatus and secretory vesicles that ultimately produce the venom, a complex
protein mixture.

Using lectin-immunolabeling, lectin-affinity chromatography, glycosidases and

proteinase-K treatments we were able to identify in venom several proteins as N-



glycosylated and bearing high-mannose o!igosaccharide structures, complex-type
glycoconjugates as fucosylated glycans, but absence of galactose or sialic acid
residues as complex sugars or glycosaminoglycan residues. Working with enzymatic
or chemically deglycosylated venom we found that platelet aggregation
(thrombocytopenic  activity) as well as fibronectinolytic and fibrinogenolytic
(haemorrhagic) effects were sugar-independent when compared to glycosylated
venom. Nevertheless zymograph analysis in co-polimerized gelatin gels showed that
loxolysin-B, a high-mannose glycoprotein of the venom with 32-35 kDa and
gelatinolytic metalloproteinase activity, after enzymatic N-deglycosylation reduces its
molecular weight by approximately 2 kDa and gelatinolytic effect to a residual adivity
of 28% when compared to the glycosylated molecule, pointing to post-translational
glycosylation dependent gelatinolytic effect. Analysis of the chemically or
enzymatically N-deglycosylated venom for its dermonecrotic effect detected only
residual activity when compared with the glycosylated control. Thus, the present
report suggests oligosaccharide moieties playing a role in destructive effects of

brown spider venom and opens a possibility for a carbohydrate-based therapy.



1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. AS ARANHAS

Dentro do grupo dos artrépodes terrestres, a classe dos aracnideos é a
segunda em numero de espécies, sendo que as aranhas compdem seu maior
subgrupo (RUPPERT e BARNES, 1996).

As aranhas possuem o corpo dividido em 2 segmentos, o cefalotérax (uniao
entre cabega e térax) e o abdomen. Apresentam 4 pares de patas, queliceras e
pedipalpos e podem possuir até 8 olhos (RUPPERT e BARNES, 1996).

Sao encontradas em praticamente todos os habitats e costumam estabelecer-
se numa grande variedade de ambientes naturais e domésticos. Apresentam habito
alimentar camivoro e se alimentam de insetos, desempenhando, com isso, papel
importante no equilibrio ecolégico (BARBARO et al., 1995; RUPPERT e BARNES,
1996; SOERENSEN, 1996).

Foram descritas aproximadamente 35.000 espécies de aranhas o que
representa, provavelmente, apenas uma parte do numero real. Das espécies
descritas, estima-se que menos de 100 sao potencialmente perigosas a0 homem

(JORGE et al., 1991; BARBARO et al., 1995, RUPPERT e BARNES, 1996).

1.2. ARANHAS DO GENERO Loxosceles

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

uniforme que varia de marrom claro até marrom escuro, podendo apresentar



mancha clara (Loxosceles gaucho,) ou mancha escura (Loxosceles laeta), no
cefalotérax. Sao aranhas pequenas e possuem comprimento corporal variando de 8
a 15 mm e suas patas medem de 8 a 30mm. Os machos tém corpo menor e pernas
relativamente mais longas do que as fémeas. Possuem 6 olhos brancos brilhantes
reunidos sobre o cefalotérax, em 3 grupos de 2, em semi-circulo. O cafalotorax é
baixo, ndo ultrapassando em altura o abdémen (BUCHERL, 1972).

As Loxosceles spp sdo aranhas sedentarias e possuem habitos notumos.
Preferem a escuriddo e algumas vivem sob pedras, troncos de arvores, restos de
vegetais, telhas, tijolos empilhados e entulhos. Dentro das casas sdo encontradas
atras de quadros e mdveis, no meio de roupas, livros, caixas de papeldao e outros
objetos. Constréem teias irmegulares semelhantes a algodao esfiapado. Alimentam-
se de pequenos insetos e se reproduzem com facilidade, mesmo em ambientes
desfavoraveis (HITE et al., 1960; BUCHERL, 1960-62; GAJARDO-TOBAR, 1966;
LUCAS et al.,, 1983-84; RODRIGUES et al., 1986; JORGE et al., 1991, FUTRELL,
1992). Suportam temperaturas que variam entre 8 a 43°C. Os acidentes com a
aranha marrom ocorrem principalmente durante os meses mais quentes do ano,
como primavera e verao (74%) (SCHENONE e LETONJA, 1975, MANFREDINI et
al.,, 1993). Ambos 0s sexos sa0 venenosos e podem sobreviver até 276 dias sem
agua e alimento (LOWRIE, 1980; GERSTCH e ENNIK, 1983; FUTRELL, 1992).

A maior incidéncia de acidentes com o homem deve-se ao fato da aranha
marrom ter adquirido habitos intra-domiciliares, pois, ao contrario de outros animais
peconhentos, como ofidios, escorpibes e outros quelicerados, elas nao sao
agressivas e picam o homem quando comprimidas inadvertidamente contra a pele

no ato de vestir-se, enxugar-se ou durante o sono (SUAREZ et al., 1971; LUCAS,



1988; FUTRELL, 1992).

1.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As aranhas do género Loxosceles tém vasta distribuicdo pelo mundo tropical,
subtropical e temperado, principalmente no continente americano, a comegar pelos
paises da América do Norte, América Central e das Antilhas e em grandes
propor¢ées, nao poucas vezes alarmantes, em determinadas regiées do Peru, Chile,
Argentina, Uruguai e Brasil.

Das espécies do género Loxosceles, que ocorrem no continente americano,
18 sdo encontradas na Ameérica do Norte, América Central e Antilhas e 30 na
América do Sul. No Brasil ocorrem 7 espécies heterogeneamente distribuidas:
Loxosceles gaucho, encontrada em Sao 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 amazbnica, encontrada no Amazonas e Ceara e
Loxosceles laeta, encontrada nas regides sul e leste (BUCHERL, 1972;

SOERENSEN, 1996).

1.4. O LOXOSCELISMO

As aranhas do género Loxosceles provocam nos acidentados um quadro
clinico denominado Loxoscelismo, o qual pode gerar dois tipos de efeitos: o cutaneo
ou dermonecrotico e o cutdneo-visceral ou sistémico. O desenvolvimento de um

efeito ou outro, ou de ambos vai depender de alguns fatores relacionados com o



individuo acidentado, como estado nutricional, idade, local da picada, quantidade de
veneno inoculado, susceptibilidade ao veneno e o tempo em que o individuo leva
para procurar um tratamento adequado (GAJARDO-TOBAR, 1966; SCHENONE et
al., 1989; BARBARO et al., 1994b).

O quadro cutdneo caracteriza-se pela presenga de dermonecrose € inclui
80% dos casos de loxoscelismo. Por ser pouco dolorosa, a picada inicial geralmente
passa desapercebida pelo paciente. Apés 2 a 8 horas, a dor pode variar de
moderada a severa. E descrita como dor local do tipo “queimacéo” ou ardéncia, e
pode ser acompanhada de prurido, edema, eritema, sensacdo de mal-estar geral,
podendo em aiguns, casos ocorrer febre. Apés estes primeiros sinais, pode surgir no
local da picada uma lesdo de 1 a 30 cm de diametro, circundada por um halo
vermelho e zona palida, denominada placa marmérea (FUTRELL, 1992).

Apés 3 a 5 dias do acidente pode haver acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares, necrose e formacao de abscesso (SMITH e MICKS, 1970;
FUTRELL, 1992).

Em alguns casos pode ocorrer necrose, com formagao de ulcera necrotica ou
mancha gangrenosa, de dificil cicatrizagdo, e a cura nao se completa em menos de
um més. No local da lesdo, como sequela, permanece cicatriz que pode ser
desfigurante ou até mesmo causar prejuizo funcional. Nesses casos, uma cirurgia
reparadora pode, as vezes, solucionar tais problemas (JORGE et al.; 1991,
FUTRELL, 1992).

Por razbes Obvias, nao foram executadas bidpsias consecutivas do
desenvolvimento de loxoscelismo cutdneo em humanos. Porém, as mudangas

histopatolégicas informadas, incluem edema e espessamento do endotélio dos



vasos sanguineos, presenca de células inflamatérias, vasodilatagdo, coagulagdo
intravascular, degeneracao da parede dos vasos sanguineos, hemorragia dérmica e
até mesmo subcutanea (SMITH e MICKS., 1970; FUTRELL, 1992).

Em estudos realizados em coelhos, amostras histopatolégicas mostraram,
apos 3 horas, o acumulo de leucécitos polimorfonucleares ao redor de vénulas e
eritrocitos extravasculares, sugerindo perda da integridade vascular. Nas arteriolas,
foi verificado somente edema de células endoteliais. Apds 6 horas, havia edema da
derme e epiderme, infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares nas paredes das
vénulas, vasodilatacdo, coagulagao intravascular, hemorragia volumosa subcutanea
e na derme, e até mesmo no musculo, necrose, vacuolizacdo das paredes das
arteriolas e destruigdo da sua integridade estrutural. Apos 48 horas, o infiltrado de
leucdcitos polimorfonucleares mostrou continuidade do crescimento (FUTRELL,
1992).

O loxoscelismo cutaneo-visceral ou sistémico atinge 14% dos casos e ocorre
com menos frequéncia. As primeiras manifestagcbes aparecem apés 24 horas e os
sintomas incluem astenia, febre, episédios eméticos, alteracbes sensoriais, cefaléia,
insonia e, nos casos mais graves, ocorrem convulsées e coma. Podem também
ocorrer prurido generalizado e petéquias (MARTINEZ-VARGAS, 1987, SCHENONE
et al., 1989; FUTRELL, 1992; BRAVO et al., 1993).

Nos casos mais graves, as alteragdes no quadro hematologico incluem
anemia hemolitica, trombocitopenia e coagulagao intravascular disseminada, as
quais podem determinar diminuicao do hematocrito, aumento da bilirrubina indireta e
ictericia (SCHENONE e SUAREZ, 1978; REES et al., 1988; SILVA, 1988; FUTRELL,

1992).
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Outras consequéncias decorrentes do envenenamento incluem alteracdes
vasculares nos pulmdes, figado e rins (PIZZ] et al., 1957).

Uma das alteragbes funcionais mais graves € a insuficiéncia renal aguda
(IRA), a qual caracteriza-se por hemoglobiniria e hematuria, que em algumas
situacoes, podem ocasionar a obstrugcdo da luz tubular. A IRA pode ser do tipo
oligirica e ndo oligirica, e em casos extremos pode levar o paciente a dbito
(WASSERMAN and ANDERSON, 1983-84; SCHENONE et al., 1989; JORGE et al.,
1991; FUTRELL, 1992).

Os mecanismos moleculares do loxoscelismo que provocam a [RA s3o
desconhecidos, porém foi detectado que o veneno de L. intermedia tem atividade
entactinolitica e degradadora do dominio protéico de heparan-sulfato proteoglicano,
importantes constituintes moleculares encontrados nas membranas basais. Como as
membranas basais sdo estruturas fundamentais nos glomeérulos renais, envolvidas
com a formagao da urina, tal efeito degradativo sobre alguns dos seus constituintes
pode explicar, em parte, os problemas renais provocados pelo veneno (VEIGA et al.,

1999b).

1.5. 0 LOXOSCELISMO NO ESTADO DO PARANA

O loxoscelismo tornou-se um problema de grande interesse para a area
meédica e Saude Publica no Estado do Parana, pois os indices de acidentes vem
aumentando de forma alarmante. Outro fator preocupante € a elevada infestacao
domiciliar da aranha da espécie L. 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
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no Ministério de Saude do Brasil.

Segundo dados da Secretaria de Saude do Estado do Parana, em 1990 foram
diagnosticados 526 casos, passando para 1111 casos no ano seguinte. Ja em 1992,
o namero de casos situou-se em 1057 casos, porém em 1993 voltou a subir, sendo
registrados 2148 casos. Em 1994 foram diagnosticados 2428 casos e 2722 em
1995. Ja em 1996 o numero de casos ficou em 2898 e em 1997 foram 2456 casos
(SESA).

Dados parciais da Secretaria Municipal de Saude de Curitiba, indicam que na
cidade de Curitiba e regiao metropolitana, ocorreram 1093 casos de acidentes no

ano de 1998 (SMS).

16. GLANDULAS PRODUTORAS DE VENENO E

QUELICERAS

Segundo alguns autores, o veneno de Loxosceles spp € produzido por
glandulas apoécrinas, situadas no cefalotérax, que comunicam-se com o exterior
através de dois ductos que desembocam no aparelho inoculador, constituido por um
par de queliceras (GAJARDO-TOBAR, 1966, MARTINEZ-VARGAS, 1987). As
queliceras situam-se na parte anterior do cefalotérax e possuem papel comparavel
as mandibulas dos insetos, possuindo, porém, origem diferente. Sao constituidas por
dois segmentos, um basal, Iargd e robusto e um terminal, em forma de ferrdao ou
garra. Sao soldadas na base e medem aproximadamente 0.3 mm de comprimento e
seus ferrdes, fortemente recurvos, nao ultrapassam 3 décimos de milimetros
(BRAZIL e VELLARD, 1925; BUCHERL, 1972).

A posicao dos ferrGes nas aranhas permite dividi-las em duas sub-classes: as
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Araneomorphae, que apresentam ferrées inoculadores de veneno, perpendiculares
ao eixo longitudinal do corpo e as Megalomorphae, que apresentam os ferrbes
paralelos entre si e paralelos ao eixo longitudinal do corpo. Todas as espécies do
continente americano que podem causar acidentes humanos com necessidade de
tratamento médico especializado, pertencem a sub-classe Araneomorphae (BRAZIL
e VELLARD, 1925; SOERENSEN, 1996).

Nas aranhas megalomorfas, as glandulas sao livres, sem aderéncias aos
6rgaos vizinhos. Nas araneomorfas, encontram-se 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 nas
araneomorfas serve para movimentar as extremidades das queliceras e as duas
glandulas de veneno (BUCHERL, 1972).

A organizagdo das glandulas de veneno das aranhas do género Loxosceles
segue a arquitetura vista nas aranhas em geral, onde o epitélio secretor é revestido
por uma membrana basal e rodeado por uma espessa musculatura composta por
fibras musculares estriadas longitudinais e circulares que envolvem o corpo da
glandula e por onde penetra o nervo glandular (BRAZIL e VELLARD, 1925;
VELLARD, 1966; JUNQUA e VACHON, 1968; BUCHERL, 1972; FOIL et al., 1979;
RIDLING e PHANUEL, 1986).

O corpo glandular tem sempre o aspecto de um saco. O limen central da
glandula serve como reservatorio das substancias venenosas elaboradas. Para a

completa eliminagao do veneno no ato da picada, existem no cefalotérax e no



articulo basal das queliceras, dois feixes musculares que puxam para a frente o
fundo do saco glandular, a0 mesmo tempo que os feixes circulares 0 comprimem

(BUCHERL, 1972).

1.7. REGIAO EXTRACELULAR DA GLANDULA PRODUTORA

DE VENENO

A camada extracelular situada entre a camada muscular e o epitélio excretor
é descrita por diversos autores como membrana basal (BRAZIL e VELLARD, 1925;
SMITH e RUSSELL, 1967; FOIL ET AL., 1979; RIDLING e PHANUEL, 1986).

As membranas basais representam uma classe especial de matriz
extracelular, descritas em todas as espécies de animais multicelulares.
Desempenham diversas fungées como suporte e compartimentalizacdo de tecidos,
diferenciagdo e migragao celular, e a filtragdo seletiva de macromoléculas nos
glomérulos renais. Sao produzidas por grande nuamero de células sendo as principais
as epiteliais, endoteliais, musculares, nervosas e os adipocitos. Sdo formadas por
duas laminas bastante amorfas, a lamina lucida (ou rara) e a lamina densa, que,
juntas, variam em espessura entre 30 e 300 nm, dependendo da localizagdo e
origem do tecido (TIMPL et al., 1987; YURCHENCO e SCHITTNY, 1990).

Os principais componentes encontrados nas membranas basais sao laminina,
entactina, colageno tipo IV e heparan sulfato proteoglicano.

A laminina é o principal componente nao colagénico presente somente em
membranas basais. E a primeira proteina da matriz extracelular a ser sintetizada

durante a embriogénese e exibe uma variedade de atividades biologicas como
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promogdao da adesdo das células metastatizantes, crescimento neuronal e
diferenciacdo de varios tipos celulares, como células endoteliais e epiteliais. Foi
isolada pela primeira vez do tumor de camundongo EHS (Engelbreth-Holm Swarm).
Possui aproximadamente 850 kDa e é formada por trés cadeias polipeptidicas,
denominadas: cadeia oy com pesos aproximados de 440 kDa, cadeia 31 e a cadeia
¥1 com peso aproximado de 220 kDa, organizadas na forma de uma cruz assimétrica
e ligadas entre si por pontes dissulfeto (TIMPL et al., 1979; BECK et al., 1990,
YURCHENCO e SCHITTNY, 1990; TRYGVASON, 1993). 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) (YURCHENCO e SCHITTNY, 1990). Sabe-se que hoje existem
diferentes isoformas da molécula de laminina, 0os quais variam em sua organizagao
estrutural e molecular em varios tecidos (TRYGVASON, 1993).

A entactina e nidogénio sdo nomes diferentes dados a uma mesma
macromolécula. Possui aproximadamente 150 kDa e o formato de um haltere, com
uma haste central de 27 kDa e em cada por¢ao final um dominio globular de 38 a 85
kDa. E uma outra glicoproteina presente s6 nas membranas basais, altamente
susceptivel a protedlise e que possui atividade ligante nas células e em varios
constituintes da matriz extracelular como a laminina, colageno IV e heparan sulfato
(YURCHENCO e SCHITTNY, 1990; TIMPL et al., 1992).

O colageno tipo IV € 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 e & composto por dois tipos de cadeias a: duas cadeias a1 (IV) e
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uma cadeia a2 (IV), enroladas em hélice. Pode ainda formar uma rede tridimensional
estavel na membrana basal através de trés tipos de interagbes. Na primeira, pares
de glébulos de COOH-terminais unem-se através de pontes dissulfeto para formar
dimeros lineares. Na outra interagdo, quatro NH2-terminais ligam-se a outros para
formar um dorhinio (7S) super-enrolado 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).

O heparan sulfato proteoglicano € outra macromolécula encontrada nas
membranas basais, caracterizada pela presenca 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 e filtragcdo seletiva
devido a suas cadeias polianidnicas (TIMPL et al, 1979; YURCHENCO e

SCHITTNY, 1990).

1.8. CARACTERISTICAS DO VENENO

Os venenos produzidos pelas aranhas Loxosceles spp sao essencialmente
protéicos, com agdo enzimatica ou toxica e podem ser comparados a alguns
venenos de cobras, onde os estudos demonstraram a presenga de enzimas
proteoliticas em sua composicdo (MARTINEZ-VARGAS, 1987). Entre elas, foram
descritas uma esfingomielinase de 32 kDa, envolvida aparentemente na agregacéo
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., 1992; TAMBOURGI et al., 1995; FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999a). O
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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).

1.9. A GLICOSILAGCAO

A glicosilagdo de proteinas € uma das mais importantes modificacoes poés-
traducionais. Ela precede ou atua na incorporagao destas proteinas nos varios
compartimentos teciduais, assim como na sua ativagao funcional ou secregdo.
Também determina muitas das propriedades funcionais e esfruturais, conferindo-
lhes fungdes bioldgicas essenciais e direcionando sua movimentagdo transcelular
(DAMJANOV, 1987).

As glicoproteinas sao classificadas de acordo com o tipo de ligagdo agucar-
proteina que possuem, podendo no entanto, conter mais de um tipo de ligagao. As
glicoproteinas nucleares e citoplasmaticas contém uma ou mais metades de N-
acetilglicosamina que sao O-ligados a residuos especificos de serina e treonina (O-
GlcNAc). O O-Glc-NAc ¢ altamente dinamico fisiologicamente, ligado a uma multidao
de diferentes proteinas e abundante em todos os eucariontes. As glicoproteinas N-
ligadas contém oligossacarideos complexos unidos ao grupo amina da asparagina,
via ligacao glicosamina. Os oligossacarideos N-ligados sao também encontrados em
grande numero de proteinas transmembranosas ou secretadas nos dominios
extracelulares (HART, 1992).

Os carboidratos desempenham muitas fungdes estruturais nas glicoproteinas,

estabilizando a conformagao das proteinas, aumentando a solubilidade na agua,
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protegendo contra a degradacgio proteolitica, servindo como sinal para secregao e,
em alguns instantes, desempenhando um papel importante em atividades biolégicas
dependentes das interagdes ligante-receptor (KORNFELD et al., 1985, ELBEIN ,

1991; HART, 1992; VEIGA et al., 1995).

1.10. AS LECTINAS

As lectinas sao proteinas que se ligam a carboidratos. Algumas delas tém a
capacidade de aglutinar células (eritrocitos) efou precipitar glicoconjugados, sendo
por isso também chamadas de aglutininas. Essas moléculas carregam pelo menos
dois sitios ligantes de aglicares, nao possuem nenhuma atividade enzimatica e
podem ser de origem bacteriana, animal ou vegetal. O termo lectina foi usado pela
primeira vez, como nome genérico para substancias que tém a capacidade de se
ligar como anticorpos, porém sem fazer parte da resposta imune induzida por
estimulagéo antigénica (DAMJANOV, 1987).

As lectinas sao classificadas quanto a sua capacidade de se ligar a certos
tipos de carboidratos. Podem ainda ser classificadas em cinco grupos, quanto a sua
afinidade de ligagao a agucares D-piranose, sendo eles: a) glicose-manose; b) N-
acetilglicosamina; c) galactose-N-acetilgalactosamina; d) L-fucose e e) acido sialico
(DAMJANOV, 1987). Na Tabela 1 encontram-se os nomes e as fungdes biolégicas

de algumas lectinas utilizadas em nossos experimentos.



Tabela 1. Lectinas utilizadas e seus respectivos oligossacarideos ligantes

SIGLA NOME ESPECIFICIDADE
GNA Galanthus nivalis residuos de

Con-A Canavalia ensiformis alta manose
PSA Pisum sativum residuos de

WGA | Tnticum vulgaris (wheat germ) N-acetilglicosamina
AAA Aleuna aurantia residuos de fucose
DAS Datura stramonium residuos de

PHA-L Phaseolus vulgaris 1-4 galactose, polilactosamina
SNA Sambucus nigra residuos de

MAA Maackia amurensis acido sialico

ACA Amaranthus caudatus residuos de
PNA Arachis hypogaea (peanuts) galactose em geral O-ligados

1.11. GLICOBIOLOGIA DO VENENO
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Pouco se sabe sobre a glicobiologia de enzimas proteoliticas nos venenos.

Algumas metaloproteases de cobras contém o sitio consenso de glicosilagdo para

acucares N-ligados. Isto foi descrito na proteina nao hemorragica H2-proteinase do

veneno de Trimmeresurus flavorides (TAKEYA et al., 1989); na proteina hemorragica

de alto peso molecular HR1B do mesmo veneno (TAKEYA et al., 1990); em LHFII,

uma protease isolada do veneno de Lachesis muta muta (SANCHEZ et al., 1991); na

Jararhagina, uma protease hemorragica de alto peso molecular do veneno de

Bothrops jararaca (PAINE et al., 1992); na protease hemorragica HR2a de baixo

peso 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
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Calloscelasma rhodostoma (AU et al., 1991). Até o presente momento somente em
HR1B foram detectadas 2 cadeias de agucares na posigdo 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 posigoes Asn’'’ e Asn®* (HITE
et al., 1994; FOX e BJARNASON, 1995). Contudo, apesar de glicosiladas, as
. fungbes e estruturas dos glicoconjugados destas metaloproteases de veneno sao
atualmente desconhecidas.

Relacionando outras proteases de venenos de cobras, pode-se mencionar a
proteina ativadora do Factor-X do veneno de vibora Russell (RVV-X), uma
glicoproteina com 6 oligossacarideos N-ligados, com agucares do tipo alta-manose,
e estruturas complexas bi, tri e tetra-antenar necessarias para a manutengao das
atividades biologicas desta enzima (GOWDA et al., 1994, GOWDA et al., 1996), a
batroxobina, uma serino-protease do veneno de Bothrops moojeni, que é
heterogeneamente glicosilada com agucares do tipo complexo bi-antenar e
estruturas do tipo hibridas, mas com fung¢des desconhecidas (LOCHNIT e GEYER,
1995) e a enzima coagulante, bilineobina do veneno de Agkistrodon bilineatus, que
contém 6 sitios de glicosilacdo N-ligados, com os residuos, N-acetilglicosamina,
fucose, galactose, manose e acido N-acetilneuraminico, com os quais, de alguma
maneira, regula a atividade da bilineobina visto que esta enzima deglicosilada
produz mais rapidamente fibrinopeptideo A que a bilineobina glicosilada (NIKAI et

al., 1995).
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2. OBJETIVOS

e Analisar as glandulas produtoras de veneno de Loxosceles intermedia através de
microscopia Optica, microscopia eletrobnica de transmissdo e microsocopia

eletronica de varredura.

o Estudar o perfil oligossacaridico das glicoproteinas constituintes do veneno da L.
intermedia através da utilizagao de lectinas, glicanases, proteases e cromatografia

de afinidade lectinica.

e Verificar o papel biolégico dos residuos de agucares das glicoproteinas do
veneno, em seus efeitos:

¢ trombocitopénico,

fibronectinolitico,

fibrinogenolitico

gelatinolitico,

dermonecrotico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

A fibronectina humana foi purificada a partir de plasma fresco (obtido no
Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo, Brasil), por cromatografia de afinidade em
gelatina (Sigma-St. Louis-MO, Estados Unidos da América), como descrito
anteriormente (ENGVALL e RUOSLAHTI, 1977). O fibrinogénio humano foi adquirido
da Sigma e a gelatina suina da Gibco, BRL, Bethesda, USA. A peptideo-N*~(N-acetil-
p-glicosaminil) asparagina amidase F (N-glicosidase F), €& proveniente de
Flavobacterium meningosepticum, a O-glicopeptideo endo-D-galactosil-N-acetil-a-
galactosamino hidrolase (O-glicosidase) de Diplococcus pneuminiae, a sialidase de
Arthrobacter ureafaciens, e o kit comercial contendo lectinas digoxigenadas para
detecgdo de dglicoproteinas, foi adquirido da Boehringer-Mannhein Biochemica
(Mannhein, Alemanha). A lectina biotinilada de Pisum sativum foi adquirida da Sigma
e a Concavalina-A-sepharose da Pharmacia LKB-Biotechnology Ir;c. (Uppsala,
Suécia). As membranas de nitrocelulose da Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

Estados Unidos da América.

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados individuos adultos de L. intermedia, coletados na cidade de
Curitiba e regido metropolitana. As aranhas foram anestesiadas com cloroformio
(Merck, Rio de Janeiro, Brasil) e as glandulas de veneno foram removidas para
estudos histologicos e ultraestruturais.

Para o estudo da dermonecrose, foram utilizados coelhos neozelandeses
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adultos do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

3.3. METODOS HISTOLOGICOS PARA MICROSCOPIA DE

LUZ

As glandulas de veneno foram fixadas em solugdo de Camoy (alcool etilico
60% + cloroférmio 30% + acido acético 10%) (BECAK e PAULETE, 1976), por 2
horas, desidratadas em solugbes crescentes de etanol (Merck) (70% a 100%,
durante 10 minutos cada etapa), diafanizadas em xilol (4 etapas de 100%, durante
10 minutos cada) (Merck), emblocadas em parafina (Merck), seccionadas em

micrétomo (4 um) e coradas conforme metodologia descrita abaixo.

3.3.1- COLORAGCAO COM HEMATOXILINA E EOSINA

(BECAK e PAULETE, 1976)

Apds a desparafinizagcao e hidratagdo, os cortes foram corados com
hematoxilina de Harris (Merck), por 50 segundos, lavados em agua corrente por 10
minutos, 2 vezes com agua destilada e corados com eosina (Merck), durante 1
minuto. Ap6s a coloracdo, foram lavados com agua destilada, desidratados em
solugdes crescentes de etanol (70 a 100%, durante 5 minutos cada etapa),
diafanizados com xilol (2 etapas de 100%, durante 5 minutos cada) e montados com

Entelan (Merck).
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3.3.2. COLORACAO COM ACIDO PERIODICO - REATIVO DE

SCHIFF (PAS) (McMANUS, 1948)

Apds a desparafinizagdo e hidratagao, os cortes foram colocados em solugdo
de acido periédico 0,5% durante 5 minutos e lavados em agua destilada (3 banhos
rapidos). Permaneceram em reativo de Schiff durante 20 minutos e posteriormente
em solu¢cdo de agua sulfurosa (10 ml de bissulfito de sédio 10%, 10 ml de HCI 1 N
em agua destilada g.s.p. 200 ml) (3 banhos, por 2 minutos cada), sendo lavados a
seqguir em agua corrente por 10 minutos. Em seguida, foram desidratados em
solugdes crescentes de etanol (70 a 100%, durante 5 minutos cada etapa),
diafanizados com xilol (2 vezes, durante 5 minutos cada etapa) e montados com
Entelan. Para controle negativo da reagdo, foi orhitida a etapa em que os cortes

passam pela solugao de acido periédico.

3.3.3. COLORAGCAO COM AZUL DE ALCIAN(BECAK e

PAULETE, 1976)

Os cortes desparafinizados e hidratados, foram corados com solugdo de azul
de Alcian, pH 1.0, durante 30 minutos. Foram, em seguida, lavados em agua
destilada e desidratados em solugbes crescentes de etanol (95 a 100%, por 1
minuto cada etapa), diafanizados com xilol (2 vezes, durante 1 minuto cada etapa) e
montados com Entelan.

Para controle negativo, foi realizada uma reagao de metilagdo. Apds a

hidratacao, os cortes passaram por uma solugcdo contendo alcool metilico mais HCI
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concentrado, durante 5 horas, em estufa a 60°C, sendo, em seguida, lavados em

agua destilada e corados como descrito acima.

3.3.4. COLORAGAO COM PICROSIRUS (JUNQUEIRA et al.,

1979)

Apds a desparafinizagdo e hidratacdo, os cortes foram corados com
picrosirus por 1 hora, passados por uma solugdo de HCI 0.01N por 2 minutos e
lavados em agua destilada durante 2 minutos. Foram entdo corados com
hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavados em agua corrente por 10 minutos e
desidratados em solugdes crescentes de etanol (90 a 100%, durante 5 minutos cada
etapa), diafanizados com xilol (2 vezes de 100%, durante 5 minutos cada etapa) e

montados com Entelan.

3.4. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Os cortes obtidos através de microtomia e aderidos em laminas de vidro
foram desparafinizados em xilol (1 etapa de 100%, durante 12 horas e 2 etapas de
100%, durante 5 minutos) e rehidratados em solugdes decrescentes de etanol
(100% a 70%, durante 5 minutos cada etapa) e agua destilada. O material foi lavado
com PBS e incubado em H20O, (Merck), a 3%, em temperatura ambiente, por 15
minutos, para inibir a atividade das peroxidases endogenas, e em seguida foi lavado
com PBS. Para bloquear os sitios inespecificos foi utilizado BSA (albumina de soro
bovino) (Sigma) a 1% em PBS a temperatura ambiente por 30 minutos em camara

umida. Depois de ser lavado em PBS, o material foi incubado com anticorpo primario
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policlonal anti-laminina (gentiimente cedido pelo Dr. R.R. Brentani do Instituto Ludwig
de Pesquisa contfa o Cancer) diluido em PBS na propor¢do 1:500 ou anticorpo
primario policlonal anti-entactina diluido em PBS na propor¢ao de 1:500 (produzido
em nosso laboratério) usando-se entactina purificada do tumor de EHS, como
descrito por HARLOW e HANE, (1988) por 2 horas a 37°C. O excesso de anticorpo
foi removido com PBS, sendo entdo o material incubado com anticorpos contra IgG
de coelho, conjugados com peroxidase (1:100) (Sigma), por 2 horas. Em seguida foi
lavado com PBS e a imunorreatividade foi visualizada através de diaminobenzidina
(Sigma). O material foi novamente lavado em PBS, desidratado em solugOes
crescentes de etanol (70 a 100%, durante 2 minutos cada etapa), diafanizado com
xilol (2 vezes de 100%, durante 2 minutos cada etapa) e montado com Entelan. As
reagoes de controle negativo foram realizadas por incubacao dos cortes com soro
normal de coelho em PBS, em vez do respectivo soro hiperimune, mantendo-se as

demais etapas.

3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

(GREMSKI, 1986, 1991)

Para microscopia eletrénica de transmissao, as glandulas de veneno foram
fixadas em solucdo de Kamovsky modificada (KARNOVSKY, 1965) por 2 horas.
Depois da fixagdo, as glandulas foram passadas em solugdo de acido cacodilico
0,1M (pH 7.3) (SEM, Fort Washington, Estados Unidos da América), pos-fixadas em
solugdo de OsO4 1% (Polysciences, Inc., Warrington, Estados Unidos da América)
em solugdo de acido cacodilico 0,1M (pH 7.3) por 1 hora, desidratadas em

solugdes crescentes de etanol (50% a 100%, durante 30 minutos cada etapa) 6xido
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de propileno 100%, por 30 minutos e, finalmente, emblocadas em Epon 812. Os
cortes semi-finos e ultra-finos foram obtidos em ultramicrétomo LKB, sendo
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em
microscopio eletronico de transmissao JEOL-JEM 1200 EX Il (SANTOS et al.,

1999).

36. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

(FRANCO, 1994)

As glandulas de veneno foram fixadas em solugao de Karnovsky modificada
(paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em &acido cacodilico 0.1M (pH 7.3)
(KARNOVSKY, 1965) por 2 horas. Depois da fixagdo, as glandulas foram lavadas
em solugdo de acido cacodilico 0.1M (pH 7.3), pds-fixadas com solugdo de OsO,
1% em solugdo de acido cacodilico 0,1M (pH 7.3) por 1 hora. Foram entdo
desidratadas em solugdes crescentes de etanol (70% a 100%, durante 20 minutos
cada etapa). A desidratacdo com CO, liquido foi realizada no aparelho BALZERS
CPDO010 e a metalizagao com ouro no aparelho BALZERS SCDO030.

As glandulas foram entdo analisadas no microscopio eletrénico de varredura

MEV XL-30 Philips (SANTOS et al., 1999).

3.7. OBTENGAO DO VENENO

O veneno de L. intermedia (uma mistura, coletada de aproximadamente 500
aranhas), foi obtido de aranhas adultas mantidas sob condigbes apropriadas e

submetidas a aplicagdo de eletrochoque de 15 volts no cefalotérax (FEITOSA et
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al.,1998). Para o ensaio da agregacao plaquetaria, experimentos de zimograma e
estudos de dermonecrose, foram usadas 40ug de proteinas totais do veneno,
representando uma provavel concentracdo de veneno injetado numa picada

(COUTINHO, 1996).

3.8. ELETROFORESE EM GEL ANALITICO (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sédio (SDS),
foi realizada com 5% (m/v), 12% (m/v) ou em gradiente continuo de 3-20% de
acrilamida em condigdes redutoras ou nao redutoras (LAEMMLI et al.,1970). Para a
deteccdo de proteinas, os géis foram corados com azul de Coomassie ou pelo
meétodo da prata (WRAY et al., 1981). Para western-blotting, as proteinas foram
transferidas para as membranas de nitrocelulose durante a noite, como previamente
descrito (TOWBIN et al., 1979). Os marcadores de massa molecular usados foram
laminina nao reduzida, 850 kDa; miosina, 205 kDa; B-galactosidade, 116 kDa;
fosforilase-b, 98 kDa; soro albumina, 67 kDa; ovoalbumina, 44 kDa, anidrase

carbonica, 29 kDa, adquiridos da Sigma.

3.9. REAGAO LECTINA-BLOTTING

As proteinas do veneno (5ug), foram manualmente transferidas ou
eletrotransferidas (como descrito acima), para as membranas de nitrocelulose. A
deteccao de glicoproteinas foi realizada usando-se um kit com diferentes lectinas
ligadas a digoxigenina (Boehringer Mannhein) ou biotinilada (Sigma), de acordo com

as instrugcdes dos fabricantes. As reagbes foram desenvolvidas como previamente
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descrito (VEIGA et al., 1995).

3.10. DEGLICOSILAGAO DAS PROTEINAS DO VENENO

As proteinas do veneno de L.intermedia (1 mg/ml em 0,1 M de tampao fosfato
de sodio pH 7.3, 0,1% de SDS, e Triton X-100 1%), foram tratadas enzimaticamente
com a peptideo-N*-(N-acetil-B-glicosaminil) asparagina amidase F (N-glicosidase)
(10 unidades), a 37° C por 48 horas. O veneno nao deglicosilado, usado como
controle nos experimentos para estudo da atividade biolégica dos oligossacarideos
N-ligados, foi tratado de modo idéntico ao descrito acima, porém sem a N-
glicosidase. O tratamento para a remoc¢ao de agucares O-ligados foi feito pela
incubacdo sequencial do veneno de L.intermedia (1 mg/ml em 0,1 M de tampéo
fosfato de sédio, pH 7.3, SDS a 0,1% e Triton X-100 a 1% com neuroaminidase (20
mUnidades), a 37° C por 2 horas e O-glicosidase (25 mUnidades), a 37° C durante a
noite (16 h). Alternativamente, para a oxidagcdo de residuos de agucar, o material
eluido da Con-A-sepharose (1 mg/ml em PBS) foi incubado com metaperiodato de

sadio (0,005 M) a 37° C, no escuro, por 15 minutos.

3.11. AVALIACAO DAS CADEIAS DE

GLICOSAMINOGLICANOS

As proteinas do veneno (3 mg), foram digeridas usando-se excesso de
proteinase-K (50ug; Sigma), a 58° C durante a noite. Os produtos obtidos foram
analisados por eletroforese em gel de agarose em 0,05 M de tampao acetato 1,3-

diaminopropano pH 9.0 (Aldrich Chemical, Milwaukee, Estados Unidos da América).
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Apés a corrida eletroforética, os compostos foram precipitados no gel usando-se
Cetavlon 0,1% por 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s secagem, o gel foi corado
com azul de Toluidina (DIETRICH e DIETRICH, 1976). Os marcadores das cadeias
de glicosaminoglicanos usados foram CS - coindroitin sulfato de cartilagem de
tubardo, DS - dermatan sulfato de pele de porco e HS - heparan sulfato de pancreas

bovino (VEIGA et al., 1999a).

3.12. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE-LECTINICA

Para cromatografia de afinidade lectinica a Con-A, as proteinas do veneno de
L.intermedia (5mg), diluidas em tampao de partida (0,02 M de Tris-HCIpH 7.3, 0.5 M
de NaCl, 0,001 M de MnCl; e 0,001 M de CaCly), foram aplicadas em coluna de
Con-A-sepharose (Pharmacia) e incubadas durante a noite a 4° C. Apos a
incubacao, a coluna foi lavada com o mesmo tampao e eluida com 0,2 M de a-D-

metil-manosideo (Sigma) (VEIGA et al,. 1999a).

3.13. ENSAIO DE AGREGAGCAO PLAQUETARIA

Plasma humano rico em plaquetas foi obtido através de cehtrifugagéo
diferencial de sangue fresco coletado com anticoagulante do tipo acido-citrico-
citrato-dextrose. A agregacao plaquetaria, na presenca do veneno antes ou apds a
N-deglicosilagao enzimatica (40pg), foi realizada & 37° C sob centrifugagdo de 1000
rpm utilizando-se um agregador Becton-Dickinson como previamente descrito

(PLOW et al., 1985; VEIGA et al., 1999a).
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3.14. ESTUDO DA DEGRADACAO DA FIBRONECTINA E DO

FIBRINOGENIO

Fibronectina e fibrinogénio humanos (0,5 mg em 0,05 M de tampao Tris-HCI,
pH 7.3, com 0,005 M CaCl; e 0,005 M de MgCl,), foram incubados com veneno N-
deglicosilado enzimaticamente (obtido como descrito acima), ou veneno glicosilado
(controle), na propor¢cé@o substrato: veneno de 100:1, mantido durante a noite a 37°
C, como descrito previamente (FEITOSA et al., 1998). Os materiais digeridos e
controles foram analisados em SDS-PAGE 5%, em condicdes nao redutoras para
fibrinogénio e condigées redutoras para fibronectina e corados com azul de

Coomassie (VEIGA et al., 1999a).

3.15. EXPERIMENTOS DE ZIMOGRAMA

O Zimograma foi feito usando SDS-PAGE 12%, contendo 3mg/ml de gélatina
de pele suina copolimerizada com a poliacrilamida. As amostras (obtidas do veneno
de L. intermedia eluidas da Con-A-Sepharose: 40ug) enzimaticamente
deglicosiladas e os respectivos controles, foram diluidas em tampdo Laemmli em
condigdes ndo redutoras e submetidas a eletroforese (20mA), a 4° C. Apds a
corrida, os géis foram lavados duas vezes em Triton X-100 a 2,5% (v/v), por 40
minutos cada e, em seguida, incubados durante a noite, a 37° C, em 0,05 M de
tampao Tris-HCI, pH 7.3, contendo 0,2 M de NaCl, 0,005 M de CaCl, e 0,005 M de
MgCl,, sendo entao corados pelo azul de Coomassie. As zonas claras lisadas do
substrato contra um fundo de coloragdo azul indicam a presenca da degradacio

enzimatica (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al, 1999a).
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3.16. ESTUDO DA DERMONECROSE

Para a avaliagdo do efeito dermonecrético, o veneno deglicosilado
enzimaticamente ou quimicamente (amostras de 40 pg diluidas em PBS), obtido
como descrito acima, foi injetado intra-dermicamente em area raspada da pele de
coelhos. Como controle foi usado veneno glicosilado, processado identicamente ao
tratamento para a deglicosilagdo, mas na auséncia dos agentes deglicosilantes, na
mesma concentracdo (40 ng diluidos em PBS). A lesao dermonecrética foi checada
em periodos de 3 horas, 1 dia, 5 dias e 10 dias apds as inje¢coes (VEIGA et al,,

1999a).
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO HISTOLOGICO DAS GLANDULAS
PRODUTORAS DE VENENO DE L.intermedia ATRAVES DA

MICROSCOPIA DE LUZ

Através da coloragdo de hematoxilina e eosina observa-se que a glandula de
veneno de L. intermedia possui uma arquitetura semelhante a outras glandulas de
veneno de aranhas e possui forma bulbar (Fig. 1A). Apresentando extemamente
uma ténue serosa, a glandula possui uma camada muscular, relativamente espessa,
a qual circunda o corpo do 6rgao, sem porém emitir septos que penetrem o seu
interior (Fig. 1A e 1B). Segue-se a regi@o epitelial secretora, constituida por células
polimorfas, com seus nucleos dispostos na regiao basal. O produto de secrecéo

acumula-se na regiao do lumen (Fig. 1A e 1B).

42 ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DAS GLANDULAS DE
VENENO DE L. intermedia, ATRAVES DA MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA

Os resultados obtidos através da microscopia eletronica de varredura
mostram que as glandulas de veneno de L. intermedia sdo estrututuras pares
localizadas na cavidade cefalotoraxica (Fig. 2A). Os ferrdes das queliceras
apresentam sua por¢do terminal em forma de pinga (Fig. 2B). As glandulas de
veneno apresentam forma bulbar (Fig. 2C) e sdo encapsuladas completamente por

blocos de feixes musculares (Fig. 2D).
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4 3.ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DAS GLANDULAS DE
VENENO DA L. intermedia, ATRAVES DA MICROSCOPIA

ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Em microscopia eletrénica de transmissao observa-se que as glandulas de L.
intermedia apresentam fibras musculares estriadas, em contato com uma matriz
extracelular, que separa a camada muscular das células epiteliais produtoras de
veneno (Fig. 3A).

A eletromicrografia das fibras musculares, em corte transversal, mostra que
elas sao compostas por feixes musculares com um grande nimero de filamentos
contrateis co-alinhados, os quais ocupam a maior parte do conteudo citoplasmatico
(Fig. 3B).

O epitélio secretor das glandulas € glandular simples e suas células
apresentam um nucleo alongado, situado na porgao basal (Fig. 3C). O citoplasma é
rico em reticulo endoplasmatico rugoso e mitocdndrias (Fig. 3D) e o complexo de
Golgi é facilmente reconhecido (Fig. 3E).

Na regiao apical das células, préximo ao lumen da glandula, nota-se a
presenca de muitos granulos, de diferentes tamanhos e elétron-densidades. Os
produtos de secre¢do sao armazenados em bolsdes limitados por membranas, no
limen central da glandula (Fig. 3F).

Entre as células, nota-se a presenca de grande quantidade de
interdigitagbes, aumentando assim a superficie das células secretoras (Fig. 3G).

As eletromicrografias da glandula de veneno de L. intermedia sugerem que o

mecanismo de secrecido € do tipo holécrino, pois s@o visualizados debris e
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estruturas celulares que possivelmente serdo eliminados com o veneno (Fig. 3H e

3l).

4.4. ANALISE MOLECULAR DA MATRIZ EXTRACELULAR

A estrutura que separa o tecido muscular do tecido epitelial secretor na
gléandula produtora de veneno (matriz extracelular), foi analizada. Cortes histolégicos
da glandula de L.intermedia foram corados através do método do acido periédico de
Schiff (PAS), uma técnica amplamente empregada para demonstrar a presenga de
glicoproteinas. E possivel observar a positividade desta estrutura matricial em toda
sua continuidade, indicando forte presenga de residuos de oligossacarideos nesta
regido da glandula (Fig. 4A).

Verifica-se ainda, que esta estrutura matricial & positiva para o método de azul
de Alcian, mostrando a presenga de residuos de glicosaminoglicanos sulfatados
nesta regido, co-localizados com a regido positiva no método PAS (Fig. 4B).

Usando um anticorpo policlonal anti-laminina (Fig. 4D) e um anticorpo
policlonal monoespecifico anti-entactina (Fig. 4F), observa-se a positividade para a
laminina e entactina nesta regido matricial, também co-localizadas com as estruturas
ricas em glicosaminoglicanos e glicoproteinas (positivo para técnicas do PAS e azul
de Alcian). Os resultados mostram o perfil positivo da regido da matriz extracelular,
sugerindo tratar-se de membrana basal.

Através de microscopia eletronica de transmissdo, observa-se fibrilas nesta
regido, sugerindo serem de colageno (Fig. 5A). Através da coloragéo de picrosirus
em microscopia de luz polarizada, verificou-se que as glandulas de veneno de L.

intermedia mostram ter a camada da matriz extracelular rica em fibrilas, contendo
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colageno (Fig. 5B).

4 5 PERFIL HETEROGENEO DAS PROTEINAS TOTAIS DO

VENENO DE L. intermedia

A figura 6 mostra o perfil total das proteinas do veneno de L. intermedia em
SDS-PAGE, gradiente linear 3-20%, sob condigdes ndo redutoras e coradas pelo
método monocromatico da prata (WRAY et al., 1981). Foi observado que o veneno &
rico em proteinas de baixo peso molecular, de 40 kDa até 5 kDa. No entanto, &
também possivel visualizar, em uma menor extensao, a presenga de proteinas de

alto peso molecular (850 kDa a 60 kDa).

46.ANALISE DOS RESIDUOS DE OLIGOSSACARIDEOS
DAS PROTEINAS DO VENENO DE L. intermedia, BASEADA

EM LECTINAS E GLICOSIDASES

Nao existem estudos da estrutura ou do papel bioldgico dos residuos de
oligossacarideos nas proteinas do veneno de Loxosceles spp. Inicialmente, a
ligagdo a lectinas e o tratamento com glicosidases foram realizados de modo a
avaliar a existéncia e determinar o tipo da glicosilagdo nas proteinas do veneno de L.
intermedia. Proteinas do veneno total foram manuaimente transferidas (Fig. 7A), ou
eletrotransferidas (apds submetidas a SDS-PAGE, gradiente linear de 3-20%), para
membranas de nitrocelulose, antes (Fig. 7B), ou apés tratamentos sequenciais com
N-glicosidase, neuraminidase e O-glicosidase (Fig. 7C), sendo adicionalmente

tratadas com lectinas que reconhecem agucares especificos. O veneno, diretamente
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aplicado na nitrocelulose, foi positivo para aglutinina de Galanthus nivalis (GNA) e
Canavalia ensiformis (Con-A), sugerindo a presenca de proteinas glicosiladas com
alta-manose. O veneno foi também positivo para aglutinina de Pisum sativum (PSA)
e para a aglutinina de gérmen de trigo (WGA), revelando proteinas contendo
residuos de N-acetilglicosamina, além de positivo para a aglutinina de Aleuria
aurantia (AAA), indicando proteinas com residuos de fucose. As reagdes foram
negativas para aglutinina de Datura stramonium (DSA) e para a aglutinina de
Phaseolus vulgaris (PHA-L), demonstrando auséncia de residuos terminais (1-4
galactose e glicanas do tipo polilactosamina). Foram negativas também para
aglutinina de Sambucus nigra (SNA) e para a aglutinina de Maackia amurensis
(MAA), mostrando auséncia de residuos de acido N-acetilneuraminico (acido sialico),
nas proteinas do veneno. Além disso, as proteinas foram também positivas para a
aglutinina de Amaranthus caudatus (ACA) e para a aglutinina de amendoin (PNA),
evidenciando a presencga de proteinas glicosiladas com residuos de galactose (1-3-
N-acetilgalactosamina, tipicamente oligossacarideos Ser/Thr-ligados).

Essa andlise da composigdao de carboidratos foi posteriormente confirmada
atraves de western-blotting de afinidade lectinica (Fig. 7B), onde foi possivel detectar
bandas de 98, 69, 67, 60, 35, 28 e 20 kDa que foram reconhecidas por GNA e Con-
A, antes do tratamento com N-glicosidase, mas nao apos digestdo (Fig. 7C),
demonstrando estruturas N-ligadas do tipo alta-manose presentes nestas proteinas
do veneno. Foi possivel observar proteinas de 98, 28 e 20 kDa, positivas para PSA e
WGA antes da digestao com N-glicosidase (Fig. 7B), mas negativas apos tratamento
enzimatico (Fig. 7C), confirmando preliminarmente os ensaios de dot-bloting com

marcagao lectinica e mostrando residuos de N-acetilglucosamina N-ligados. Ainda
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as figuras 7B e 7C, ilustram proteinas do veneno incubado com aglutinina de Aleuna
aurantia (AAA), antes e apés tratamento com N-glicosidase, respectivamente. Pode-
se observar que existem duas proteinas na regido de 28 e 20 kDa, positivas para
residuos de fucose N-ligados. As Figuras 7B e 7C também retratam respectivamente
proteinas do veneno antes (Fig. 7B) e apds (Fig. 7C), digestdo por N-glicosidase,
incubadas com aglutinina Datura stramonium (DSA), aglutinina de Phaseolus
vulgaris (PHA-L), aglutinina de Sambucus nigra (SNA) e aglutinina de Maackia
amurensis (MAA). Estes resultados demonstram a auséncia de agucares N-ligados
do tipo Gal (B1-4) GlcNac e polilactosamina, além de oligossacarideos do tipo
NeuNac (2-3)Gal e NeuNac (2-6) Gal. As figuras 7B e 7C, também mostram
proteinas do veneno incubado com aglutinina de Amaranthus caudatus (ACA) e
aglutinina de amendoin (PNA), antes (Fig. 7B) e apés (Fig. 7C), digestdo com
neuraminidase e O-glicosidase. Como descrito, foi observada a presenca de uma
proteina de 67 kDa, dando suporte a presenga de residuos do tipo Gal B(1-3)
GalNac O-ligados.

Adicionalmente, para completar o perfil de oligossacarideos das proteinas do
veneno de L. infermedia, pesquisou-se a presenca de moléculas de proteoglicanos
(os proteoglicanos sao as mais bem caracterizadas moléculas sulfatadas, contendo
cadeias de glicosaminoglicanos ligados a nicleo proteico) (KJELLEN e LINDAHL,
1991; BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). O veneno total (3 mg de proteinas) foi
submetido a digestdo por proteinase-K (uma serino- protease de larga
especificidade), um procedimento que cliva as cadeias de glicosaminoglicanos
(GAG), do nucleo protéico. O material digerido foi aplicado a um gel de agarose,

como descrito previamente (DIETRICH e DIETRICH, 1976), usando-se padrées de
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glicosaminoglicanos como referéncia. Como demonstrado na figura 7D, o perfil
eletroforético do veneno em gel de agarose nao mostrou sinal de cadeias de GAG,

o que significa a auséncia destes agucares nas proteinas do veneno.

4.7 ANALISE DA  ATIVIDADE DE  AGREGACAO
PLAQUETARIA, NO VENENO TRATADO COM N-

GLIGOSIDASE

Como exposto na introdugao, um efeito sistémico produzido pela picada de
Loxosceles spp € uma trombocitopenia causada por proteinas de baixo peso
molecular, presentes no veneno (KURPIEWSKI et al., 1981). Para verificar o
envolvimento de residuos de aglcares presentes nas glicoproteinas do veneno, com
atividade na agregacdo plaquetaria, foi usado plasma rico em plaquetas, num
ensaio da agregacao plaquetaria “in vitro” na presenga do veneno de L. intermedia,
antes e apods, o tratamento com N-glicosidase. A eficiéncia do tratamento das
proteinas com a N-glicosidase foi verificada pela incubagdo de fitas de nitrocelulose
contendo glicoproteinas do veneno, pré e pos-tratamento enzimatico, com as
lectinas GNA e AAA (VEIGA et al, 1999a) (dados ndo mostrados). Como mostra a
figura 8, ndo existe diferenga significante na agregac@o plaquetaria causada por
proteinas do veneno glicosiladas ou deglicosiladas, sugerindo fortemente que
residuos de acgucares N-ligados nao estdo envolvidos com a atividade

trombocitopénica do veneno.
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4 8. ANALISE DE GLICOCONJUGADOS DAS PROTEINAS DO
VENENO DE L.intermedia NA ATIVIDADE

FIBRONECTINOLITICA E FIBROGENOLITICA

Como discutido previamente, foi identificada uma metaloprotease de 20-28
kDa no veneno de L.intermedia, com atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica,
denominada loxolisina A (FEITOSA et al.,, 1998). Como fungdo de sua atividade
proteolitica, a loxolisina A provavelmente estd envolvida com a propriedade
hemorragica do veneno. Como foi possivel identificar glicosilagdo do tipo alta-
manose N-ligada, além de residuos de N-acetilglicosamina e fucose na regido do
perfil protéico do veneno de L. intermedia entre 20 e 28 kDa (ver figuras 7B e 7C),
decidiu-se caracterizar a importancia destes residuos de acgucar N-ligados nestas
propriedades hidroliticas. As figuras 9A e 9B revelam que os efeitos fibrinogenolitico
e fibronectinolitico do veneno ndo sofreram qualquer tipo de alteragdo apds a
deglicosilagdo com N-glicosidase. Além disso, a oxidagdo quimica dos acticares
presentes nas proteinas do veneno com metaperiodato de s6dio, mostrou os
mesmos resultados, evidenciando o nao envolvimento de oligossacarideos nestas

atividades proteoliticas.
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4.9.GLICOCONJUGADOS PRESENTES NAS
GLICOPROTEINAS SAO IMPORTANTES PARA O EFEITO

GELATINOLITICO DO VENENO DE L. intermedia

Em trabalho anterior foi detectado no veneno de L. intermedia uma
metaloproteinase gelatinolitica de 33-35 kDa, a loxolisina B (FEITOSA et al., 1998).
Como mostrado nas figuras 7B e 7C, foi possivel identificar estruturas N-ligadas do
tipo alta-manose, presentes na regido de 33-35 kDa das proteinas do veneno. A
confirmagao de que a loxolisina B, € uma glicoproteina com estruturas do tipo alta
manose, foi evidenciada pela sua eluicdo em cromatografia de afinidade a Con-A-
sepharose, e com posterior zimograma usando-se gelatina como substrato (Fig.
10A). Determinou-se entdo a importancia dos residuos de agucares N-ligados na
atividade gelatinolitica desta proteina. A figura 10B decreve resultados do
zimograma, usando gelatina como substrato, das proteinas eluidas da Con-A-
sepharose a partir do veneno de L. intermedia, antes e depois do tratamento com N-
glicosidase. Pode-se notar que apés a remog¢ao dos agucares N-ligados, ocorreu um
forte decréscimo do efeito gelatinolitico (atividade residual de 28% comparada com o
controle glicosilado) (Fig. 10C), e um aumento da mobilidade no SDS-PAGE de
aproximadamente 2 kDa (Fig. 10B), sugerindo algum envolvimento de aglcares N-
ligados nesta atividade proteolitica.

Estes dados levam a sugerir que os oligossacarideos participam da atividade
catalitica da metaloproteinase de 33-35 kDa de L. intermedia na degradacdo da

gelatina.
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4.10.EVIDENCIAS DO PAPEL DA GLICOSILACAO NA LESAO

DERMONECROTICA PRODUZIDA PELO VENENO

Como discutido acima, um sinal do envenenamento por L. intermedia é a
lesdo dermonecrética no local da picada. Visto que a propriedade gelatinolitica da
loxolisina B estda muito relacionada a atividade das gelatinases de vertebrados,
metaloproteases envolvidas na degradacdo da matriz extracelular em condigbes
normais ou patolégicas (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993), assim como as
reprolisinas que sao metaloproteases do veneno de cobras envolvidas nos efeitos
dermonecroticos produzidos por envenenamento (BJARNASON e FOX, 1995),
postula-se que a loxolisina B, em alguns momentos, participa do efeito
dermonecrético do veneno de L. intermedia (FEITOSA et al., 1998). Uma vez
detectado o envolvimento de agucares no efeito gelatinolitico produzido “in vitro”
pela Loxolisina B, de modo a determinar “in vivo” se os glicoconjugados estdo
envolvidos no efeito dermonecrético, o veneno de L. intermedia foi deglicosilado
usando-se N-glicosidase (Fig. 11A) e metaperiodato de sédio (Fig. 11B) e em
seguida injetado intradermicamente no coelho, usando-se veneno glicosilado como
controle. Como mostrado, tanto na deglicosilagdo enzimatica quanto na quimica, o
efeito dermonecroético do veneno diminuiu fortemente, evidenciando o envolvimento

de oligossacarideos nas glicoproteinas presentes no veneno, nesta lesdo da pele.
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FIGURA 1A: Glandula de veneno de L. intermedia. Corte longitudinal. H.E.
Notar o revestimento externo muscular (M), a regido secretora epitelial

(seta) e o lumen da glandula preenchido por veneno (V) (100X).

FIGURA 1B: Glandula de veneno de L. intermedia. Corte transversal. H.E.
Revestimento externo muscular (M), regido secretora epitelial (seta) e

presenga de veneno no limen glandular (V) (200X).
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FIGURA 2: Glandulas de veneno de L. intermedia. M.E.V.
As glandulas séo estruturas pares localizadas na cavidade cefalotoraxica
(A) (25X) . Detalhe das queliceras(B) (200X). Notar a sua forma bulbar (C) (70X) e

a capsula muscular envolvente (D) (250X).
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FIGURA 3A: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.

Observar a presenca de fibras musculares estriadas (m), em contato com
uma matriz extracelular (setas), que separa a camada muscular das células
epiteliais secretoras (ec), da glandula. As células epiteliais sdo polimorfas, com
nucleo basal e o lumen glandular & preenchido com prodﬁto de secregao (V)

(2.600X).

FIGURA 3B: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
Corte transversal de fibras musculares (m). Notar grande numero de

filamentos contrateis co-alinhados (cabega de setas) (30.000X).






FIGURA 3C: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.

Observar o nicleo alongado de uma célula epitelial (n) situado na porgéo
basal, na qual sdo encontradas numerosas interdigitagbes (i).Nota-se ainda a
presenca de uma matriz extracelular (setas) e de uma camada muscular (m).

(14.000X).

FIGURA 3D: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
A figura mostra que o citoplasma da célula epitelial é rico em reticulo

endoplasmatico rugoso (er) e mitocondrias (mt) (10.000X)
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FIGURA 3E: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
Notar a presenca de complexo de Golgi (Ga) e vesiculas de secregdo (Se),

(36.000X).

FIGURA 3F: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
Notar a presenca de miitos granulo§” de secregdo “(Se), dédiféréntes
tamanhos e elétron-densidades, na regido apical das células, proximo ao limen da

glandula, (6.200X).
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FIGURA 3G: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.

A figura mostra em aumento maior, detalhe das interdigitagdes (cabeca de

seta) (30.000X).

FIGURA 3H: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
A eletromicrografia sugere que o0 mecanismo de secre¢ao € do tipo holécrino.

Notar a presenca de debris celulares (Cd) (6.800X).
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FIGURA 3I: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.
Estruturas celulares (Cd) que possivelmente serdo eliminadas 6om O veneno,

sugerem uma secre¢ao holécrina (4.000X).
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FIGURA 4A: Glandula de veneno de L. intermedia. PAS.
| Nota-se que a estrutura da matriz extracelular € rica em glicoproteinas

(setas), (400X).

FIGURA 4B: Glandula de veneno de L. intermedia. Azul de Aician - pH 1.0.
A reagdo positiva demonstra a presenga de glicosaminoglicanos sulfatados

(setas), (600X).






FIGURA 4C e 4D: Glandula de veneno de L intérmedia. Analise

imunohistoquimica.

(C) Corte incubado com soro normal de coelho em PBS. O resultado mostra
o controle negativo para a molécula de laminina (setas), (600X).

(D) Corte incubado com anticorpo policlonal anti-laminina. O resultado
mostra o perfil positivo da regiao da matriz extracelular, com a presenca de

laminina (setas), (600X).

FIGURA 4E e 4F: Glandula de veneno de L. intermedia. Analise

imunohistoquimica.

(E) Corte incubado com soro normal de coelho em PBS. O resultado mostra
o controle negativo para a molécula de entactina (setas), (600X).
(F) Corte incubado com anticorpo policlonal anti-entactina. O resultado

mostra o perfil positivo da regido da matriz extracelular, com a presenga de

entactina (setas), (600X).
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FIGURA 5A: Glandula de veneno de L. intermedia. M.E.T.

Observar a presenga de fibrilas de colageno na regido da matriz extracelular

(setas) (20.000X).
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FIGURA 5B: Glandula de veneno de L. intermedia. Método do Picrosirius.

Notar a resposta positiva para colageno na regido da matriz extracelular

(600X).



FIGURA 6: Perfil heterogéneo das proteinas do veneno total de L. Intermedié

Perfil das proteinas do veneno total de L. intermedia em SDS-PAGE 3-20%
(gradiente linear), sob condigbes nao-redutoras. Método da prata monocromatica.
Pode-se observar que o veneno € rico em proteinas de baixo peso molecular na
faixa de 40 kDa a 5 kDa. Pode-se visualizar, em menor extensao, a presenca de

proteinas com alto peso molecular (850 a 60 kDa).
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FIGURA 7: Reacdao lectina-blotting para as proteinas do veneno de L.
Intermedia

O veneno (5 ug por ponto (A) ou linha, nas fitas de nitrocelulose (B,C)) foi
aplicado diretamente (A) ou eletrotransferido depois de um gradiente linear de 3 a
20%, (ﬁ/v) em SDS-PAGE, sob condigdes nao redutoras, para membranas de
nitrocelulose antes de tratamentos com glicosidases (B) e depois de tratamentos
com glioosidases (C). as quais foram entdo incubadas com lectinas ligadas com
digoxigenina ou biotiniladas. As linhas representam as reagdes com GNA, Con-A,
PSA, WGA, AAA, DSA, PHA, SNA, MAA, ACA e PNA.} (PON), na figura A,
representa as proteinas do veneno coradas por Ponceau-S. Os marcadores de
peso molecuiar s30 mostrados a Aesquerda. (D) O veneno total de L. intermedia foi
digerido com proteinase-K. O material obtido foi analisado por eletroforese em gel
de agarose com 50 mM de tampao acetato de 1,3-diaminopropano pH 9.0. Os
padrégs foram precipitados no gel usando-se 0,1% de Cetavlon e corados com
azul qé Toluidina. Na linha 1, padrdes de glicosaminoglicanos: condroitin sulfato
(CS); dermatan sulfato (DS); heparan sulfato (HS) e na linha 2, material do veneno

digerido.
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PON GNA ConA PSA WGA AAA

DSA PHA-L SNA MAA ACA PNA
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FIGURA 8: Agregagao plaquetaria induzida pelo veneno de L. intermedia
Plasma rico em plaquetas foi incubado com veneno glicosilado em A, ou
veneno tratado com N-glicosidase em B (na mesma concentragdo de 40 ug) ou
com tampao usado no procedimento de deglicosilagao (controle negativo) em C. A
abcissa representa o tempo em segundos e a ordenada representa a porcentagem
de agregacdo plaquetaria. Percebe-se que ndo ha difderenca significativa na
agregacao plaquetaria causada por proteinas glicosiladas ou deglicosiladas do

veneno.
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FIGURA 9: Perfil eletroforético em SDS-PAGE das moléculas de fibrinogénio
e fibronectina digeridas pelo veneno de L. Intermedia

Fibrinogénio e fibronectina humanos (A e B respectivamente), foram
incubados por 16 horas a 37°C com veneno glicosilado (linhas 2); veneno
enzimaticamente N-deglicosilado (linhas 3) ou veneno tratado com metaperiodato
de sdédio (linhas 4), numa propor¢cao substrato:veneno de 100:1. As linhas 1
representam os substratos incubados nas mesmas condicbes do experimento,
porém na auséncia do veneno (controle de estabilidade experimental). Os
materiais dos experimentos foram submetidos a SDS-PAGE a 5% (p/v) sob
condicbes ndo redutoras ou condigcdes redutoras. Os marcadores de peso

molecular sdo mostrados a esquerda das figuras.






Figura 10: Andlises dos residuos de acucares no efeito gelatinolitico
induzido pelo veneno de L. Intermedia

(A) O veneno total de L. intermedia foi cromatografado em coluna de Con-A
sepharose. O material eluido com a-D-metilmanosideo (linha 1) e 0 material pos-
cromatografia (linha 2), foi submetido a um zimograma (SDS-PAGE 12%), com
gelatina copolimerizada. Os marcadores sao mosfrados a esquerda. (B) Os
materiais eluidos da Con-A sepharose foram digeridos com N-glicosidase e
submetidos a um zimograma (SDS-PAGE 12%), com gelatina copolimerizada. A
linha 1 representa as proteinas glicosiladas antes do tratamento com enzima e a
linha 2 representa o material apos a digestao. (C) As zonas lisadas de gelatina nos
zimogramas do experimento em (B), tiveram sua densidade Optica analisada e
graduada '(érea). Os resultados apontam, em porcentagem, a atividade
gelatinolitica do controle glicosilado (100%) e mostram uma atividade gelatinolitica

residual (28%), da amostra deglicosilada.
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FIGURA 11: Lesdao dermonecrotica em coelhos induzida pelo veneno de L.
intermedia, pré e pos deglicosilagdo

Os coelhos receberam intradermicamente injecdes de veneno total (40 ug) -
painel A - ou enzimaticamente N-deglicosilado - painel B. As reagOes foram
observadas 3 horas, 1 dia, 5 dias e 10 dias apds as injegdes (11A). O mesmo
experimento foi repetido com 40 ug de veneno glicosilado (linhas A) ou tratado
quimicamente com metaperiodato de sédio (0,005 M, a 37°C ao abrigo da luz, por
15 minutos) (linhas B). As lesdes foram avaliadas apds 3 horas, 1 dia, 5 dias e 10
dias apds as injegoes (11B). Observa-se que, apesar das lesdes dermonecréticas
(placas escariadas) fortemente diminuidas apds os procedimentos de
deglicosilagdo, o edema local, a hemdlise e a hemorragia parecem ser agucar-

independentes, concordando com os resultados previamente descritos acima.
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5. DISCUSSAO

As glandulas produtoras de veneno da Loxosceles intermedia sao estruturas
pares, situadas no cefalotérax, que comunicam-se com o exterior através de dois
ductos que desembocam no aparelho inoculador ge € constituido por um par de
queliceras. Estas caracteristicas sdo encontradas também em Latrodectus mactans
(SMITH e RUSSELL, 1967), Loxosceles reclusa, uma araneomorfa (FOIL et al.,
1979) e em Ctnedus medius (BRAZIL e VELLARD, 1925). J& em Plesiophirctus
collinus, uma aranha megalomorfa, as gléndulas de veneno estdo situadas
dorsalmente na porgao basal das queliceras entre os musculos adutor e abdutor. Ja
em Heteropoda venatoria e Lycosa indagastrix, aranhas araneomorfas, as gldndulas
de veneno estdo situadas no cefalotérax, sustentadas pelos musculos adutor e
abdutor (RIDLING e PHANUEL, 1986). No escorpido amarelo Buthus famulus, da
familia Buthidae, a mais importante, tanto em nimero de espécies quanto por serem
causadores de acidentes humanos, as glandulas de veneno estdo localizadas no
telson, em vesiculas, ligando-se a dois canais que percorrem o ferrao internamente e
abrem-se subapicalmente (KANWAR et al. 1981).

Diferencas no formato e posi¢cdo das glandulas em diferentes géneros de
aranhas sdo descritas por BERTKAU (1891). Este descreve em Atypus, glandulas
compostas, em Filistata glandulas do tipo multilobular e em Scytodes, glandulas
bilobulares. No presente trabalho pudemos detectar que em L. infermedia as
glandulas de veneno apresentam-se na forma bulbar, caracteristica esta encontrada
na L. reclusa (FOIL et al., 1979). Glandulas de veneno na forma cilindrica sdo
encontradas em Heteropoda venatoria e Lycosa indagastrix (RIDLING and

PHANUEL, 1986), bem como em L. mactans (SMITH e RUSSELL, 1967). Em



Ctnedus medius, uma aranha megalomorfa, a glandula apresenta um aspecto
sacular (BRAZIL e VELLARD, 1925), bem como no escorpiao amarelo, Buthus
famulus (KANWAR et al., 1981). J& em P. collinus as glandulas apresentam-se na
forma conica (RIDLING e PHANUEL, 1986).

No presente trabalho verificou-se que a organizagao anatdmica das glandulas
de veneno de L. intermedia mostra duas camadas de fibras musculares estriadas,
uma externa e uma interna em contato com uma matriz extracelular, onde se apoia o
epitélio secretor. Resultados similares foram encontrados em L. reclusa (FOIL et al.,
1979) e em C. medius (BRAZIL e VELLARD, 1925). Segundo RIDLING e PHANUEL
(1986), as glandulas de veneno de P. collinus, H. venatoria € L. indagastrix,
apresentam duas camadas prihcipais, a muscular externa e a secretora intema. As
glandulas de veneno de L. mactans sao revestidas por uma camada de fibras
musculares estriadas (SMITH e RUSSELL, 1967). Em B. famulus as glandulas de
veneno estdo encapsuladas, parcialmente, por uma camada muscular (KANWAR et
al., 1981).

Em L. intermedia, a musculatura que reveste as glandulas de veneno é
composta por feixes contendo um numero enorme de filamentos contrateis co-
alinhados, os quais ocupam a maior parte do contetido citoplasmatico das células
musculares. As fibras musculares mais intemas, presumivelmente, sao utilizadas
para forcar a saida do veneno através da redugdo da glandula durante sua
contragéo. A mesma descri¢do foi mencionada em L. reclusa (FOIL et al., 1979), em
L. indagastrix e em P. collinus (RIDLING e PHANUEL., 1979). Ja em L. mactans,
SMITH e RUSSELL (1987), descrevem as glandulas de veneno revestidas por uma

camada de fibras musculares intrinsecas as quais quando analisadas em corte
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transversal, apresentam-se organizadas tanto no sentido transversal como
levemente obliquas.

Pelas técnicas de microscopia de luz e microscopia eletronica de transmissao,
foi possivel evidenciar em L. infermedia entre as camadas musculares e o epitélio
secretor, uma estrutura extracelular. J& em C. medius é descrita uma matriz
extracelular bem espessa, da qual partem septos para o interior da gldndula
(BRAZIL e VELLARD, 1925). Segundo RIDLING e PHANUEL (1986), em L.
indagastrix e P. collinus, a supeficie dos musculos é circundada pela membrana
basal, a qual forma uma camada continua dentro da musculatura. Apresentam ainda
alguns processos que penetram dentro do limen central e formam uma rede de
fibrilas. Estes processos ndo foram descritos por estes autores em H. ventoria. Em L.
mactans, esta matriz extracelular contém fibrilas de colageno (SMITH e RUSSELL,
1967), as quais sao também visualizadas em L. intermedia. Ja em L. reclusa estas
fibrilas de colageno nao sao descritas (FOIL et al., 1979).

Através do método de coloracdo pelo acido periodico de Schiff-PAS, esta
regidao foi evidenciada como tendo grande quantidade de glicoproteinas. Também
usando-se 0 meétodo de azul de Alcian, em pH 1.0, a reagao foi positiva,
demonstrando a presenga de proteoglicanos sulfatados.

Utilizando-se a técnica de imunohistoquimica, com anticorpos policlonais
anti-laminina ou anti-entactina, demonstrou-se a presenca de laminina e entactina,
fazendo parte desta estrutura. As eletromicrografias e a técnica de sinus red
(JUNQUEIRA et al.,, 1979), revelam que esta camada contém fibrilas do tipo
colageno, firmemente entrelagadas, contidas em uma esparsa matriz. Todos esses

dados experimentais indicam tratar-se de membrana basal, além de matriz
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conectiva, que separa a camada muscular da camada epitelial na glandula de
veneno de L. intermedia. A presenga da laminina, a principal molécula nao
colagénica presente apenas na membrana basal, bem como da entactina (BECK et
al,, 1980, YURCHENCO e SCHITNY, 1990), comprovam que parte desta matriz
extracelular € uma membrana basal.

Em L. mactans (SMITH e RUSSELL, 1967), a membrana basal também
contém fibrilas de colageno, porém em L. reclusa estas fibrilas nao sao descritas por
FOIL et al. (1979). Tanto as fibrilas quanto a matriz se estendem na regiao entre as
fiboras musculares adjacentes, onde, talvez, tenham fungao mecanica quando da
contragdo e compressao da glandula (SMITH e RUSSELL, 1967).

O epitélio secretor das glandulas de veneno de L. intermedia é formado por
um epitélio glandular simples. O mesmo tipo de epitélio € encontrado em L. reclusa
(FOIL et al., 1979), em H. venatoria (RIDLING e PHANUEL, 1986) e em C. medius
(BRAZIL e VELLARD, 1925). Em L. mactans sao encontradas varias camadas de
células variando na posicdo e na forma (SMITH e RUSSELL, 1967). P. collinus e L.
indagastrix, possuem numMerosos processos basais que estendem-se para o limen
da gladula, aumentando assim a area de superficie para acomodar numerosas
células secretoras (RIDLING e PHANUEL, 1986). No escorpidao amarelo B. famulus,
o epitélio glandular inclui dois tipos celulares, células pequenas basais e células
grandes colunares, responsaveis pela secre¢do do veneno (KANWAR et al., 1981).

Segundo FOIL et al. (1979), as células epiteliais produtoras de veneno em L.
reclusa apresentam nucleo basal, citoplasma rico em reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocondrias e complexo de Golgi. A porcdo apical destas células é

preenchida por um grande vacuolo limitado por uma parede citoplasmatica.
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Em L. intermedia, a porgdo basal das células apresenta uma membrana
plasmatica com auséncia de invaginagdes, sendo que em sua porgao lateral nota-se
a presenca de grande quantidade de interdigitagbes, aumentando é superficie das
células secretoras. Este achado sugere um alto grau de “stress” celular consequente
da prépria dinamica de excregdo do veneno, bem como amplificagdo de adesdo
celular. As células apresentam um nucleo alongado, situado préximo a sua porgao
basal. Neste, observa-se grande quantidade de eucromatina, 0 que caracteriza um
nicleo em intensa atividade de sintese. Regides mais elétron-densas
(heterocromatina) também sao visiveis em intimo contato com a membrana nuclear.
Seu citoplasma é rico em reticulo endoplasmatico rugoso, bem como em
poliribossomos, 0 que esta de acordo com os dados preliminares que mostram o
veneno de L. intermedia rico em proteinas (FEITOSA et al., 1998, VEIGA et
al.,1999a). Inimeras vesiculas de transferéncia sdo também observadas em contato
intimo e nas proximidades do proeminente complexo de Golgi. Este apresenta-se na
forma de pilhas achatadas com a caracteristica dilatagdo nas bordas de cada pilha.
As porcoes do Golgi, facilmente reconhecidas, sao responsaveis pelas alteragcoes
pos-traducionais, como clivagens e glicosilagdes, coerente com os dados que
mostram o veneno de L.intermedia rico em glicoproteinas N-ligadas (VEIGA et al.,
1999a). Mitocondrias de formas ovais estdo distribuidas ao longo de todo o eixo
celular, principalmente na por¢cao centro apical. Na regidao mais apical das células,
proximo ao lumen glandular, sdo encontrados granulos de diferentes tamanhos e
elétron-densidades. Os produtos de secrecdao sao armazenados em bolsbes
limitados por membranas.

Em L. reclusa (FOIL et al., 1979), a por¢ao apical e lateral das células
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secretoras maduras sdo limitadas por microvilos irregularmente distribuidos.
KEEGAN e LOCKWOOD (1971) descrevem a presenga de microvilos apicais
semelhantes aos existentes no epitélio secretor das glandulas de veneno de
escorpidao Centruroides Marx. Estes autores propuseram que os microvilos podem
estabelecer um aumento da superficie celular, para auxiliar a liberagdo dos
processos secretores vacuolares ou um meio de movimento dos conteudos em
diregdo ao ducto. Em L. infermedia, tais estruturas nao foram encontradas.

Segundo alguns autores, em aranhas do género Loxosceles 0 veneno €
produzido por glandulas apocrinas (GAJARDO-TOBAR, 1966; MARTINEZ-VARGAS,
1987). Porém, os resultados obtidos em microscopia eletronica de transmissao, que
mostram debris celulares e estruturas celulares sendo eliminadas juntamente com a

“secrecao do veneno, sugerem ser as glandulas de veneno de L. intermedia, do tipo

holécrino. Um mecanismo de secre¢do holécrino foi descrito para Lactrodectus
mactans (ANCONA, 1931), Ctenus (BORDAS, 1905) e em P. collinus, H. venatoria e
L. indagastrix (RIDLING e PHANUEL, 1986). Embora BARTH (1962), tenha descrito
uma sequéncia de eventos de secregao mais complexa e ndo degenerativa em
glandulas de certas espécies de Latrodectus, os dados do presente trabalho
sugerem fortemente que o mecanismo de secrecdo de L. intermedia é do tipo
holécrino.

A glicosilagdo protéica é a mais abundante e distinta modificagdo pos-
traducional dentre as varias descritas na literatura (HART, 1992). As fun¢bes das
glicoproteinas em alguns eventos bioldégicos permanecem enigmaticas, mas em
diversos casos a glicosilagdo tem uma evidente influéncia na conformagsdo

molecular. Os agucares sao muito importantes para a manutencio da estabilidade
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molecular de proteinas e parecem participar de interacdes intramoleculares,
ocupando papel central numa série de atividades biologicas (ELBEIN, 1991; HART,
1992). Pouco se sabe sobre a glicosilacdo de enzimas e outras proteinas em
venenos animais. As reprolisinas, as proteases dos venenos de cobras, sdo
bioquimicamente as mais bem caracterizadas e talvez os mais destrutivos agentes
dos venenos (BJARNASON e FOX, 1995). Tém sequéncia consenso potencial de
ligagdo de carboidratos (BJARNASON e FOX, 1995) e na metaloproteinase
hemorragica a HR1B de Trimerosurus flavoviridis (TAKEYA, et al., 1990) e na
metaloproteinase Atrolysina A de Crotalus atrox (HITE et al., 1994; FOX e
BJARNASON, 1995), ja foram detectados acgucares Asn-ligados, mas sem
conhecimento das fungoes estruturais ou biolégicas até o presente.

Com relagdo a venenos de aranha, a glicobiologia de enzimas destes
venenos é identicamente desconhecida e enigmatica. Os venenos de aranhas do
género Loxosceles (aranha-marrom), sdo conhecidos pela produgdo de lesGes
dermonecroéticas no local da picada, provocando hemorragia dérmica e algumas
vezes hemorragia sistémica (ver introdugéo), e deste modo, em algumas atividades
necroticas e hemorragicas assemelham-se a metaloproteinases do veneno de cobra
(FUTRELL, 1992; FOX e BJARNASON, 1995). |

Baseados em experiéncias prévias de nosso laboratorio em bioquimica de
carboidratos e na glicobiologia de moléculas da matriz extracelular e seus receptores
(VEIGA et al., 1995; VEIGA et al., 1996; VEIGA et al., 1997) e visto que esta
descrito, no veneno de Loxosceles intermedia, a atividade de duas
metaloproteinases com efeitos degradantes sobre a matriz extracelular (FEITOSA et

al., 1998), discute-se aqui o padrao de glicosilagdo e algumas atividades biologicas
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relacionadas aos carboidratos das proteinas do veneno.

Através da técnica de SDS-PAGE em gradiente linear 3-20% e método de
coloragdo de proteinas pela prata, foi possivel mostrar que o veneno de L.
intermedia € uma mistura heterogénea de proteinas, com moléculas de 850 a 5 kDa.
Além disso, estes resultados também indicam que as proteinas de alto peso
molecular de 850 a 60 kDa sdo pouco expressas em comparagdao com as proteinas
de baixo peso molecular. Esta observagao contradiz estudos prévios que relatam a
presenca de somente nove proteinas de baixo peso molecular no veneno de L.
gaucho (BARBARO et al, 1992). Os resultados destes estudos podem ser
explicados possivelmente, pelo estreito gradiente eletroforético empregado, além de
coloragao de baixa sensibilidade.

Usando-se reacoes de blotting lectinico, cromatografia de afinidade lectinica
e tratamento com glicosidases e proteases, foi determinado o perfil de
oligossacarideos das proteinas do veneno de L. intermedia. Foi possivel mostrar que
o veneno é particularmente rico em proteinas com. residuos de alta manose N-
ligados (positivo para as lectinas GNA e Con-A), que possui trés proteinas nas
regioes de 98, 28 e 20 kDa com N-acetilglicosamina N-ligada (positivas para PSA e
WGA) e que possui duas proteinas de 28 e 20 kDa com residuos de fucose N-
ligados (positivos para lectina AAA). Além disso, nossos estudos indicaram que o
veneno nao contém acgucar Asn-ligado do tipo complexo, biossintetizados no trans
Golgi, como residuos de 1-4 galactose, ramificacées de polilactosamina e residuos
de acido sidlico, mas que contém uma proteina de 67 kDa com residuos Gal p (1-3)
GalNac Ser/Thr-ligados (positiva para ACA e PNA). Nao foi detectada a presenga de

residuos de glicosaminoglicanos como heparan sulfato, dermatan sulfato ou
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condroitin-suifato no veneno digerido com proteinase-K.

Visto que nado existem estudos prévios sobre a glicobiologia dos venenos de
aranhas, investigou-se o0 envolvimento dos oligossacarideos nos efeitos do
loxoscelismo  (trombocitopenia, hemorragia local e sistémica e lesdo
dermonecroética). A agregacao plaquetaria e a lise de eritrocitos, provocadas por
Loxosceles spp, parecem estar relacionadas com uma proteina de 32 kDa
caracterizada como uma esfingomielinase D (KURPIEWSKI et al., 1981). Como foi
constatado, usando veneno de L. intermedia antes e depois da N-deglicosilacdo
enzimatica, ndo foi detectada diferenga na agregagao plaquetaria, evidenciando que
carboidratos ndo estao envolvidos nesta atividade biolégica do veneno.

As consequéncias hemorragicas logo apds acidentes com Loxosceles spp
parecem ser mais complexas do ponto de vista molecular. A hemorragia pode ser
causada diretamente pelo efeito trombocitopénico, como discutido acima, ou como
consequéncia dos efeitos deletérios das enzimas do veneno sobre as principais
moléculas da matriz extracelular plasmatica, tais como a fibronectina e o
fibrinogénio. Estes componentes estado relacionados com a cascata de coagulagao
sanguinea (FEITOSA et al, 1998), como ja demonstrado para metaloproteases
hemorragicas dos venenos de cobra (BARANOVA et al., 1989; BJARNASON e FOX,
1995; BARANOVA et al., 1989). Nossos resultados evidenciaram que, mesmo apoés
a N-deglicosilagdo enzimatica ou oxidagcdo quimica de agucares, as atividades
fibronectinolitica e fibrinogenolitica do veneno foram essencialmente as mesmas em
relacio ao veneno glicosilado. Parece portanto claro que as atividadees
hemorragicas do veneno sao independentes dos agucares, ja que os efeitos

trombocitopénico, fibronectinolitico ou fibrinogenolitico nao sofreram mudanca apos
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a N-deglicosilagao quimica e enzimatica.

Também foi relatada anteriormente a existéncia de uma molécula
gelatinolitica de 33-35 kDa (loxolisina B) no veneno de L. intermedia (FEITOSA et
al., 1998). A loxoslisina B € uma proteina do tipo alta manose uma vez que ela pode
ser eluida na cromatografia de afinidade a Con-A-sepharose. A N-deglicosilagdo
enzimatica, ao contrario do que foi mostrado para butras propriedades do veneno,
reduziu grandemente a atividade gelatinolitica a um efeito residual. Uma avaliagdo
do efeito gelatinolitico residual, comparando com a atividade gelatinolitica inicial
(100% versus 28%), e das mudangas no peso molecular (35 versus 33 kDa), indica a
glicosilagdo pos-traducional como responsavel por aproximadamente 2 kDa no
tamanho da loxolisina B. Estes dados, obtidos juntos, sugerem que o efeito
gelatinolitico da loxolisina B é agucar-dependente.

Estes achados evidenciam, pela pnmeira vez na literatura que uma
metaloproteinase do veneno de aranha tem sua atividade modulada por residuos de
carboidratos. Visto que muitos estudos mostram que o volume (volume
hidrodinamido), ocupado pelas cadeias de aglucares €, em muitos casos, enorme
(PERKINS et al., 1988; HART, 1992), postula-se que a glicosilagcdo da Loxolisina B &
essencial para a conformacao e enovelamento protéico, como descrito previamente
para outros glicoconjugados (ELBEIN, 1991; HART, 1992). Uma vez que o veneno &
secretado em um ambiente aquoso, 0 processamento da loxolisina B com residuos
de oligossacarideos (como uma fungé@o do balango hidrofilico), poderia aumentar o
sitio de ligacdo da enzima a seus respectivos ligantes, além de conferir maior
estabilidade através de interagbes secundarias entre esta enzima e ligantes como

previamente evidenciado em outros modelos (TAKEUCHI e KOBATA, 1991;
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HOWARD et al., 1991; DANIELSEN, 1992; VEIGA et al., 1995).

Embora n3o se conheca a fungdo da loxolisina B, o efeito gelatinolitico a
relaciona como um provavel alvo integrante dos componentes dermonecréticos
presentes no veneno de Loxosceles spp. Uma proteina de 34 kDa envolvida no
efeito dermonecrético ap6és o envenenamento foi identificada no veneno de L.
reclusa (GEREN et al., 1976; NORMENT et al., 1979). Estudos com o veneno de
com L. gaucho identificaram proteinas de 33 e 35 kDa, as quais foram tidas como
responsaveis pela atividade dermonecrética (BARBARO et al., 1992). Por outro lado,
os estudos de TAMBOURGI! et al. (1995), evidenciaram a presenga de uma proteina'
de 35 kDa no veneno de L. intermedia, envolvida nos efeitos hemolitico e
dermonecrotico. O veneno de L.intermedia N-deglicosilado pelo tratamento com N-
glicanase, apés a inje¢cdo em coelhos, tem sua habilidade dermonecrotica fortemente
diminuida a um efeito residual, comparado com o veneno bruto. Esta descoberta foi,
mais adiante, confirmada por deglicosilagdo quimica do veneno. O fato de que as
deglicosilagées quimica e enzimatica do veneno nao alteram o edema e os efeitos
hemorragicos no local das inje¢oes, bem como a agregacgdo plaquetaria (atividade
trombocitopénica), e os efeitos fibronectinolitico e fibrinogenolitico, exclui a
degradacdo das proteinas do veneno como um efeito colateral dos procedimentos
de deglicosilagdo. Uma idéia atrativa é que a glicosilacdo das proteinas do veneno
de L. intermedia (especialmente na loxolisina B gelatinolitica), pode exercer um
papel central nas lesGes necroticas produzidas pelo veneno. Esta atividade
glicobiolégica do veneno conduz para a possibilidade de uma terapia da
dermonecrose baseada na utilizagdo de drogas semelhantes a carboidratos como

sugerido para outros exemplos patolégicos (HODGSON, 1991; WINKELHAKE, 1991;



HART, 1992).
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6. CONCLUSOES

6.1. AS GLANDULAS SECRETORAS DE VENENO DA ARANHA

Loxosceles intermedia (ARANHA MARROM)

Sao estruturas pares, situadas no cefalotérax e que descarregam seus produtos

de secregao diretamente em um par de tubos ligados a cada quelicera.
Possuem a forma bulbar e sao encapsuladas por musculos estriados.

Apresentam camadas de fibras de musculos estriados, em contato com uma

membrana basal que separa a regidao muscular da camada epitelial.

Suas células epiteliais possuem um citoplasma rico em reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocondrias, complexo de Golgi e vesiculas secretoras contendo o
veneno, uma mistura complexa de proteinas.

6.2. O VENENO DA DA ARANHA Loxosceles intermedia (ARANHA
MARROM)

Possui glicoproteinas com estruturas do tipo alta-manose N-ligadas, proteinas
com residuos de fucose N-ligados e proteinas com residuos de N-
acetilgalactosamina O-ligados, mas auséncia de glicosaminoglicanos ou

estruturas complexas contendo galactose ou acido sialico terminais.

Seus efeitos sobre a agregacao plaquetaria (atividade trombocitopénica), como
também os efeitos fibronectinolitico e fibrinogenolitico (hemorragicos), sao agticar-
independentes.

A loxolisina B, uma metaloprotease gelatinolitica de 32-35 kDa, é uma
glicoproteina do tipo alta-manose e que, apés uma N-deglicosilagdo enzimatica,
tem reduzido seu peso molecular em aproximadamente 2 kDa e seu efeito
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gelatinolitico residual em 28%, quando comparada com a molécula glicosilada.
Mostra também uma atividade gelatinolitica dependente da glicosilagao pos-

traducional.

e Analisando-se 0 efeito dermonecrético, através do veneno N-deglicosilado,
quimica ou enzimaticamente, verificou-se que ocorreu uma atividade somente

residual quando comparado com o controle glicosilado.
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