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RESUMO

Acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles, comparados com
outros animais pegonhentos, ocupam o primeiro lugar em termos de saude publica
no estado do Parana. O quadro clinico induzido pela picada da aranha da espécie
Loxosceles intermedia pode evoluir para dois quadros clinicos o cutaneo e/ou
sistémico. A compreensdo da acgdo citotdéxica e biomolecular do veneno de L.
intermedia ainda € bastante incompleta, ndo sendo conhecidos farmacos
eficientes que visem neutralizar, minimizar ou mesmo inativar a potente acéo das
toxinas presentes neste veneno. Sendo assim, foram empregados neste trabalho
polissacarideos sulfatados (heparina e fucanas) a fim de avaliar uma possivel
protecédo sobre os efeitos induzidos pelo veneno. Fucana é o termo utilizado para
definir uma familia de polissacarideos sulfatados sendo sua caracteristica
estrutural mais marcante a presenca da L-fucose sulfatada. Desta forma,
apresentam semelhancas estruturais com a Heparina, um glicosaminoglicano
altamente sulfatado empregado clinicamente por possuir atividade anticoagulante
e antitrombotica. Neste trabalho, fucanas extraidas da alga marrom, denominadas
Fucanas A e B, e a Heparina, foram testadas como possiveis agentes atenuantes
dos efeitos induzidos pela acdo do veneno da aranha marrom. Os resultados
mostraram um papel protetor destes compostos sobre os efeitos de perda de
adesdo e alteragdes morfoldgicas decorrentes da acao do veneno. Alteragbes
ultra-estruturais foram minimizadas quando as células endoteliais foram expostas
ao veneno na presenga dos polissacarideos. Pela eletroforese em gel de agarose,
foi possivel verificar interagdo de proteinas do veneno com os polissacarideos.
Utilizando citometria de fluxo foi possivel verificar que a ligagdo do veneno sobre a
superficie celular é parcialmente deslocada, quando os polissacarideos sao
adicionados. Quando foi avaliada a agdo proteolitica do veneno sobre a
fioronectina plasmatica em SDS-PAGE, constatou-se que os polissacarideos
testados atuam minimizando a degradacgao da proteina. Ensaios de adeséao celular
sobre uma matriz de fibronectina pré-tratada com veneno, na presenca ou
auséncia dos polissacarideos, foram realizados. Os resultados mostraram que ha
um menor numero de células que aderem, quando a fibronectina foi exposta para
o veneno. No entanto, na presenca dos polissacarideo o numero de células
aumenta, ficando, em alguns casos, préximo ao controle, sugerindo que a
degradacgéao da fibronectina foi inibida. Este dado foi confirmado, quando avaliado
a matriz extracelular de fibronectina secretada e organizada pelas células
endoteliais em cultura, uma vez que os resultados utilizando imunocitoquimica
mostraram que a fibronectina é protegida da acdo degradativa do veneno. Estes
resultados sugerem uma possivel aplicagdo farmacoldgica e biotecnolégica dos
polissacarideos para atenuarem os efeitos induzidos pelas toxinas presentes no
veneno da aranha Loxosceles intermedia.

Palavras chave: Veneno de Loxosceles intermedia, polissacarideos sulfatados,
fioronectina, matriz extracelular.



ABSTRACT

Accidents regarding the genus Loxosceles, compared to other poisonous
animals, take first place in terms of health issue in Parand. The clinic features
induced by the spider’s bite may evolve to cutaneous and/or sistemic effects. The
understanding of the cytotoxic e biomolecular action of the venom is still under
investigation. There are no pharmacos that nullyfies or inactvate the action of the
venom’s toxins. Nevertheless, sulfated polysaccharides were used in order to
investigate its potential pharmacological action. Fucan is a term used to define a
family of sulfated polysaccharides. Its most regarding feature is the presence of
sulfated L-fucose. Thus, fucans have estructural likenesses with heparin, a highly
sulfated glicosaminoglycan, used clinically for its activities. In the present work,
fucans extracted from brown seaweed, nominated Fucans A and B and Heparin
were tested as possible pharmacos against the effects of brown spider venom. The
results showed a possible protective role of the polysaccharides against the loss of
adhesion and mophological changes induced by the venom. Ultraestructural
chages were minimized when cells were treated with venom in the presence of the
polysaccharides. A visible interaction beteween venom’s proteins and sulfated
polysaccharides was noticed, through an agarose gel electrophoresis performed in
Tris/Acetate buffer. The labeling of venom on the cell surface was dislocated due
to the interaction with the polysaccharides, and the interaction of the venom’s
proteins with the polysaccharides in proteolytic processes regarding the
extracelullar matrix was minimized. By analysis of the electrophoretic profile in
SDS-PAGE, and the intensity of degrading bands induced by the venom on
fioronectin, the protective effect of the polysaccharides was observed. Adhesion
assays upon endothelial cells on fibronectin matrix was conducted with venom in
the presence or absence of the polyshaccharides, where the protective effect lead
to an increase of cell adhesion. And finnaly, regarding the protective role of the
polysaccharides upon the fibronectin secreted by the endothelial cells in culture, an
imunocitochemitry assay was conducted, where the fibronectin matrix was less
degraded when treated with venom in the presence of the polysccharides. The
results even though superficial, suggest a possible biotechnological and
pharmacological use of the polysaccharides against the effects induced by the
venom of the brown spider.

Keywords: Loxosceles intermedia venom, sulfated polysaccharides, fibronectin,
extracellular matrix
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1. INTRODUCAO

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS DAS ARANHAS

Caracterizadas dentro do grupo dos Arthropoda, as aranhas da ordem
Araneida constituem uma das maiores classes de Arachnida, com cerca de 40.000
espécies descritas e distribuidas mundialmente (RASH; HODGSON, 2002).

A classe Arachnida inclui todos os quelicerados terrestres (dentre os quais,
aranhas, escorpides, acaros e carrapatos), € assim como outras conquistas
evolutivas, a migracdo do ambiente aquatico para o terrestre demandou algumas
alteragdes morfologicas fundamentais.

As aranhas possuem o corpo dividido em um prossoma (ou cefalotérax),
ndao segmentado e no opistossoma (ou abdémen) segmentado, dividido em pré-
abdémen e po6s-abdomen. Entretanto, nas aranhas essas divisbes ndo sao
evidentes e os segmentos comumente se encontram fundidos. Ndo apresentam
antenas, constituindo o unico subfilo de Arthropoda onde elas se encontram
ausentes, sendo esta a caracteristica mais peculiar do filo. Os apéndices surgem
do opistossoma, sendo que o primeiro par € formado por estruturas voltadas a
alimentacao, denominadas queliceras. O segundo par de apéndices é chamado
de pedipalpos e podem encontrar-se modificados para realizar diferentes fungdes
nas varias classes do grupo. Geralmente, os pedipalpos sdo seguidos por quatro
pares de pernas e estes animais podem possuir até oito olhos (RUPPERT;
BARNES, 1996). Sao eximios predadores, se alimentando principalmente de
insetos.

As aranhas podem ser divididas em duas subordens mais importantes: as
Orthognata ou Migalomorfa (aranha primitiva, ou aranha “trapdoor) que
apresentam as queliceras projetadas para frente, saindo do cefalotérax; e a
subordem das Labidognatha ou Araneomorfa, que apresentam as queliceras
posicionadas verticalmente sendo que se movem lateralmente como pingas
(RASH & HODGSON, 2002).
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Apesar do pavor que a maioria das pessoas sentem ao se deparar com
qualquer aranha, apenas 100 espécies descritas parecem oferecer riscos ao
homem (BARBARO et al., 1994; RUPPERT; BARNES, 1996; APPEL et. al., 2005),
e de todas as espécies ja descritas, apenas algumas dezenas apresentam o
veneno bem estudado (GRISHIN, 1999), sendo que por séculos, picadas de
diferentes espécies de aranhas vem sendo associadas a casos especificos e
doencas (SCHIENLE et al., 2005).

Dentro da subordem das Labidognathas, muitas familias sdo consideradas
perigosas, tais como Segestridae, Agelenidae, Salticidae, Gnaphosidae,
Thomisidae, Heteropodidae, Clubionidae, Lycosidae, Theridiidae, Loxosxelidae e
Ctenidae. Dentre estas, as aranhas que oferecem maior perigo em casos de
envenenamento e ébitos humanos estdo distribuidas nos géneros Latrodectus
(vibva negra — Theridiidae), Phoneutria (aranha armadeira — Ctenidae) e
Loxosceles (aranha marrom — Loxoscelidae) (ESCOUBAS et al.,, 2000; RASH;
HODGSON, 2002).

1.2. O GENERO Loxosceles

O género Loxosceles (mundialmente conhecido como aranha marrom,
marrom reclusa, aranhas gaucho) se tornaram importantes nos estudos devido a
seu habito cosmopolita, principalmente em ambientes humanos (APPEL et al.,
2005).

Aranhas deste género possuem o corpo com comprimento de 8 a 15 mm de
comprimento do corpo e pernas medindo de 8 a 30 mm. (DA SILVA et al., 2004) A
cor do animal pode variar em tons de marrom, desde mais palido até mais escuro,
podendo apresentar uma mancha clara (L. gaucho) ou mancha escura (L. laeta).
Uma caracteristica do género é o cefalotérax que € baixo, ndo ultrapassando em
altura o abdémen (BUCHERL, 1972), possuem uma mancha semelhante a forma
aproximada de um violino (FUTRELL, 1992), razéo pela qual também é conhecida

como aranha violino.
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Estas aranhas podem viver de 3 até 7 anos (ANDRADE et al., 2000) e
suportam extremos de temperaturas desde 8 até 43°C, além de sobreviverem por
diversos dias, e até meses sem agua ou alimento (FUTRELL, 1992).

Todas as espécies do género Loxosceles possuem seis olhos dispostos em
pares, sendo que a disposi¢cao dos pares dos olhos € um critério para identificagéo
da espécie (VETTER & VISCHER, 1998). Estas aranhas sdo sedentarias e
noturnas (ANDRADE et al., 1999), e possuem como habito a construgdo de teias
irregulares parecidas com chumacos de algodao (FUTRELL, 1992).

Ao contrério de muitos animais pegconhentos, as aranhas deste género néao
sao agressivas, sao bastante reclusas e por isso, a maior parte dos acidentes se
da devido a compressao inadvertida do animal contra o corpo (LUCAS, 1988;
FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2005).

FIGURA 1. EXEMPLAR DE Loxosceles reclusa EVIDENCIANDO CARACTERISTICAS DO

GENERO LOXOSCELES. Além da cor marrom, as aranhas do género Loxosceles compartilham a
caracteristica mancha em formato de violino no cefalotérax (1) e os trés pares de olhos em “U”, que
podem ser usados como critério de classificagdo taxon6mica (2). FONTE: DONEPUDI et al., 2005.
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1.3. DISTRIBUICAO DO GENERO Loxosceles

O género Loxosceles é amplamente distribuido ao redor do mundo, sendo
que acidentes envolvendo humanos ja foram reportados na América do Sul
(SEZERINO et al., 1998), América do Norte (FUTRELL, 1992; ESCALANTE —
GALINDO et al, 1999; SWANSON; VETTER, 2006), Europa (NICHOLSON;
GRAUDINS, 2002; BOGDAN et al., 2005), Africa (FUTRELL, 1992 e NICHOLSON;
GRAUDINS, 2003), Israel (COHEN et al., 1999) e Australia (YOUNG; PINCUS,
2001; NICHOLSON; GRAUDINS, 2003), como pode ser visualizado na Figura 1.
Foram também notificados acidentes no Oriente Médio e algumas partes da Asia
(NICHOLSON; GRAUDINS, 2003), assim como em Israel (BORKKAN et al., 1995
e COHEN et al., 1999).

Existem mais de 50 espécies de Loxosceles no continente americano
(FUTRELL, 1992; da SILVA et al, 2004). No Brasil ocorrem 7 espécies
heterogeneamente distribuidas: L. gaucho, encontrada em S&o Paulo e Rio
Grande do Sul; L. similis, encontrada na Paraiba, Sdo Paulo e Minas Gerais; L.
adelaide, encontrada no Rio de Janeiro; L. hirsuta, encontrada no Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Parana; L. irtermedia, encontrada do Rio Grande do Sul ao
Rio de Janeiro; L. amazonica, encontrada no Amazonas e Ceara e L. laeta,
encontrada nas regides sul e leste (BUCHERL, 1972; SOERENSEN, 1996). No
Sul e Sudeste do Brasil as espécies L. gaucho, L, laeta e L. intermedia sao as
predominantes, sendo que estas sdo as principais espécies envolvidas em

acidentes acometidos por aracnideos (MALAQUE et al., 2002).
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FIGURA 2. DISTRIBUICAO MUNDIAL DAS PRINCIPAIS ESPECIES DO GENERO
LOXOSCELES. Comoilustra a figura, o género Loxosceles esta distribuido globalmente. Diferentes
espécies ocorrem em varias regides, se tornando importante caso de saude publica. Além das
regibes marcadas no mapa, casos de loxoscelismo também ja foram reportados em lIsrael, no
Oriente Médio. FONTE: HOGAN et al., 2004.

1.4. Loxosceles intermedia

Conhecida popularmente como aranha marrom, ou aranha violino, é
classificada sistematicamente por RUPERT e BARNES, 1996 e SOERENSEN,

1996 da seguinte maneira:

Filo: Arthropoda Sub Ordem: Labdognatha
Subfilo: Chelicerata Familia: Loxoscelidae
Classe: Arachnida Género: Loxosceles

Ordem: Araneida Espécie: Loxosceles intermedia
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Como as demais aranhas do género Loxosceles, trata-se de uma espécie
cujos representantes sao reclusos, ndo agressivos e preferem se alimentar de
presas mortas (SANDIDGE, 2003). Apresentam dimorfismo sexual, sendo que a
fémea possui abddmen maior que o do macho, e este possui pernas mais
delgadas e alongadas que a fémea (ANDRADE et al, 2000), como pode ser

visualizado na figura 3.

FIGURA 3. DIMORFISMO SEXUAL DE LOXOSCELES INTERMEDIA. Macho a esquerda
apresenta aboddmen delgado e pernas mais longas, enquanto a fémea a direita possui abdémen
robusto e pernas mais curtas; o critério mais evidente para dimorfismo sexual, em quaisquer
espécie de aranhas, se trata da presenca de pedipalpos modificados no macho. FONTE: DA
SILVA et al.,2004.

Sao aranhas bem adaptadas as regides urbanas, onde deixam a teia
durante a noite, sdo animais que possuem hdabito noturno, saem a procura de
alimento ou de um lugar no qual irdo construir uma nova teia (MALAQUE et al.,
2002). Devido a este comportamento, inconvenientes contatos com vitimas
humanas podem acontecer e, em caso de acidentes, estes ocorrem néao porque a

aranha atacou o individuo, mas geralmente ocorre quando as vitimas pressionam
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a aranha marrom contra seus corpos, quando movem, seja durante o0 sono ou até
mesmo ao vestir-se e, em um ato de defesa a aranha acaba por picar a vitima.
Estes acidentes ocorrem principalmente durante as estagées mais quentes do ano
(SCHENONE; LETONJA, 1975).

A fémea produz mais veneno que o macho e o volume médio inoculado

por picada € de 4ul com cerca de 65 a 100ug proteinas (SAMS et al., 2001).

1.5. LOXOSCELISMO

Loxoscelismo é o termo utilizado para representar os acidentes
envolvendo aranhas do género Loxosceles (BARBARO et al,, 1994). O primeiro
caso documentado de loxoscelismo ocorreu em 1879 no Tennessee, sendo que a
reacdo cuténea foi primeiramente descrita somente em 1937 (HUNTER et al,
2001). Entretanto, dados realmente consistentes remontam cerca de 50 anos
atras, em 1957 no Chile, e outras observagdes feitas no Brasil, seguidas pelos
Estados Unidos. Estes casos correlacionaram as picadas de aranhas marrons as
lesbes necréticas (MACCHIAVELLO, 1947; ATKIN et al., 1958; SAMS et al,
2001).

No Brasil, principalmente no Sul e Sudeste , o loxoscelismo é considerado
um sério problema de Saude Publica, com mais de 3.000 casos registrados
anualmente pelo Ministério de Saude (HOGAN et al, 2004). De fato, o
loxoscelismo estd classificado como a terceira maior incidéncia de acidentes
envolvendo animais venenosos no pais (PAULI et al., 2006). O Parana é o estado
brasileiro que mais notifica acidentes provocados por aranhas do género, com
uma média anual de 2.577 casos, sendo a espécie L. intermedia a mais
comumente encontrada em ambiente urbano, e possivelmente a maior
responsavel por estes acidentes (MARQUES-DA-SILVA; FISCHER, 2005).
Segundo dados da Secretaria de Saude do Estado do Parang, este numero vem

aumentando nos Ultimos anos.
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As espécies L. gaucho, L. laeta e L. intermedia sdo encontradas
principalmente nas regides sul e sudeste do pais, porém € a Loxosceles
intermedia a aranha marrom que € a mais proeminente na area urbana do Estado
de Parana (FISHER, 1994, MATTOSINHO et al., 1997 e ANDRADE et al., 2000).

O quadro clinico provocado pelo loxoscelismo pode se dar de duas formas:
0 quadro cutaneo ou dermonecrético e o quadro cutdneo-visceral ou sistémico,
compreendendo respectivamente de 84 - 97% e de 3 - 16% dos casos de
acidentes (BARBARO et al., 1992; PAULI et al., 2006). O desenvolvimento de um
quadro clinico ou do outro, ou de ambos, vai depender de fatores relacionados
com o individuo acidentado, como estado nutricional, idade, local da picada,
susceptibilidade ao veneno e o tempo em que esse individuo levou para procurar
um tratamento adequado (GONCALVES-DE-ANDRADE et al, 1999;
GUILHERME; FERNANDES, BARBARO, 2001; DE OLIVEIRA et al., 1999, 2005),
assim como dependera de fatores pertinentes a espécie da aranha (Ministério da
saude, 1998), sexo do animal (DE OLIVEIRA et al, 1999), seu estagio de
desenvolvimento (ANDRADE et al, 1999) e quantidade de veneno inoculado
(SEZERINO et al., 1998).

Os mecanismos pelos quais o veneno da aranha marrom causa as lesdes
sistémica e o local estdo sob investigacdo. Nao existem explicacdes cientificas
conclusivas do motivo pelo qual camundongos nao desenvolvem a leséo
dermonecroética, enquanto humanos, porcos da india e coelhos a desenvolvem
(DA SILVA et al., 2004). O veneno de L. deserta causa uma grande leséao
necrética em suinos e o tamanho da lesdo é dose dependente (HOOBS; YEALY,
1994).
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FIGURA 4. CASO DE LOXOSCLISMO. (A) Leséao local, 48 horas ap0s a picada. Caracteristico
edema e eritrema com placa marmérea (seta). (B) Evolugdo do quadro 26 dias ap6s a picada com
espalhamento gravitacional (tridngulo). (C) 113 dias apés a picada, com formagéo da cicatriz. (D) 3
anos apoés a picada, com cicatriz ainda visivel. FONTE: Hogan et al., 2004.

Alguns dos efeitos nocivos do veneno podem ser atribuidos as toxinas
proteoliticas, que degradam varias moléculas de matriz extracelular, resultando
em hemorragia local e espalhamento gravitacional da lesdo cutanea e efeitos
sistémicos, incluindo coagulacdo intravascular disseminada e falha renal
(FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999, 2000, 2001a,b; LUCIANO et al., 2004;
CHAIM et al., 2006).

Existem evidéncias cientificas do papel de neutréfilos na dermonecrose
causada pelo veneno de Loxosceles intermedia e isto foi comprovado através de
andlises histopatolégicas em modelos animais (ELSTON et al., 2000; OSPEDAL et
al., 2002) e em biépsias de pacientes humanos (YIANNIAS; WINKELMANN,
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1992). A participacdo de neutréfilos na resposta inflamatéria parece ser
dependente de um efeito agonista de células endoteliais pelo veneno, o que leva a
uma ativagdo desregulada e indireta de neutréfilos, envolvidos na dermonecrose
(PATEL, et al., 1994, DA SILVA et al., 2004), como pode ser visualizado na figura
5.

FIGURA 5. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM PELE DE COELHO APOS EXPOSICAO AO
VENENO DE ARANHA MARROM. Todas as micrografias mostram fotos de biépsias de coelho que
foi tratado com 40ug de veneno total de aranha marrom. (A) Vaso sanguineo e tecido conjuntivo
depois de 30 minutos de exposicdo ao veneno. Seta preta indicam leucdcitos interagindo com
células endoteliais. Seta branca indica rede de fibrina na derme e tridngulo preto indica grande
desorganizagdo das fibras de colageno. (B) Detalhes do vaso sanguineo da pele de coelho apés 8
h de exposicao ao veneno, mostrando acumulo de leucécitos (setas brancas), a seta preta indica
coagulagao intravascular. (C) Pele de coelho apés 2 dias de inoculagdo com veneno. A seta preta
indica dermonecrose, e o triangulo preto mostra pontos difusos de dermonecrose. (D) Visualizagao
macroscoépica de dermonecrose em pele de coelho ap6s 24horas de injecao do veneno. Seta preta
indica local de aplicagdo do veneno, e seta branca mostra o espalhamento gravitacional. FONTE:
DA SILVA et al., 2004.
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1.6. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnéstico do loxoscelismo € raramente baseado na identificacdo da
aranha, pois os pacientes ndo levam consigo o animal. O meio mais comum de
reconhecimento do loxoscelismo se d& por sinais clinicos e sintomas além de
dados geograficos (MALAQUE et al., 2002). O diagnéstico baseado unicamente
em exames clinicos é sempre dificil e especulativo, sendo assim, existem varios
casos onde picadas de aranha marrom nao foram reconhecidas como tal, pois se
encontravam fora da regido geografica natural de ocorréncia deste tipo de aranha
(VETTER, 1999; 2000; NISHIOKA, 2001; VETTER AND BARGER, 2002; VETTER
AND BUSH, 2002; VETTER et al., 2003).

Varios casos de diagnosticos erroneos foram reportados (DA SILVA et
al.,2004). A lesdo caracteristica da doenca de Lyme é muito similar a lesédo
dermonecroética do loxoscelismo e imita até mesmo os simtomas sistémicos.
Osterhoudt et al. (2002) reportou que um garoto de 9 anos com doenca de Lyme
foi mal diagnosticado como tendo sido picado por aranha marrom. A doenca de
Lyme pode ser considerada como um diagndstico diferencial. Vetter e Bush (2002)
descreveram um caso de queimadura quimica erroneamente diagnosticado como
picada de aranha marrom, sendo que este paciente era de um local onde
inexistiam popula¢des de aranha marrom.

Os diagnésticos mais completos devem ser baseados na pesquisa basica,
onde comparag¢des com achados histopatologicos em modelos animais e dados
clinicos, como um tipico perfil de células inflamatérias (FUTRELL, 1992;
YIANNIAS AND WINKELMANN, 1992; OSPEDAL et al, 2002), em caso de
duvidas, os médicos devem requisitar diagnoésticos confirmatérios com a bidpsia
de pele lesionada.

Barret et al., (1993) desenvolveu um teste especifico para diagnosticar

picadas de L. reclusa usando a coleta de secre¢des da les&do. De acordo com os
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autores, a sensibilidade do teste € de 90%, e em casos de amostras de 3 dias
apdés a picada, a especificidade € de 100% comparado com outras espécies.

Um teste de sanduiche para ELISA foi usado para detec¢éo de proteinas
do veneno do género Loxosceles, o qual além de identificar veneno de L.
intermedia, L. gaucho ou L. laeta injetados em camundongos, também pode
detectar antigenos circulantes no soro de pacientes envenenados por L.
intermedia (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1998).

Diferentes intervencbes e medicamentos foram propostos para o
tratamento de envenenamento loxoscélico, tais como tratamento local,
analgésicos, aspirina, vasodilatadores, dextran, nitroglicerina, choques elétricos,
anti histaminicos, antibiéticos, corticosterdides, excisdo cirurgica, antiveneno e
dapsona (KING JR., 1985; REES et al, 1985,1987; ALARIO et al.,1987;
BARRETT et al., 1994; MAYNOR et al., 1997; MASTERS et al., 1998; ISBISTER
et al., 2003; DA SILVA et al., 2004; SWANSON E VETTER, 2005).

Entretanto, as pesquisas ndo chegaram a resultados conclusivos, com pouca
evidéncia de melhora no quadro clinico para sustentar a variedade destes
tratamentos (FUTRELL, 1992; PHILLIPS et al., 1995; SAMS et al., 2001;
WENDELL, 2003). Algumas medidas ndo sdo recomendadas, enquanto outras
sao demasiadamente caras, dolorosas ou potencialmente téxicas e muito do que é
conhecido em estudos de casos, onde nenhum cuidado de controle e testes era
tomados, se torna dificil provar a eficacia do uso destes varios medicamentos em
humanos (JARVIS et al., 2000; SAMS et al., 2001; SWANSON E VETTER, 2005).

1.7. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DO VENENO LOXOSCELICO

O propésito do veneno das aranhas é paralisar e matar a presa, mas ele
também pode ter papel na pré-digestdo do suposto alimento. Acredita-se também
que os venenos tenham fungédo defensiva contra predadores. Qualquer que seja a
funcdo dos venenos, eles evolutivamente foram mais eficazes do que o uso da
teia (RUPPERT; BARNES, 1996).
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O veneno da “aranha-marrom”, género Loxosceles, € um liquido protéico,
produzido por glandulas apocrinas situadas no cefalotorax do animal, as quais
comunicam-se com o exterior através do aparelho inoculador, constituido por um
par de queliceras (GAJARDO-TOBAR, 1966; MARTINEZ-VARGAS, 1987; DOS
SANTOS et al., 2000).

A atividade biolégica de trés espécies de aranhas do género Loxosceles no
sul do Brasil foi estudada por BARBARO et al. (1996), os quais observaram que o
veneno de L. intermedia é o mais letal para camundongos, seguido do veneno de
L. gaucho e finalmente o veneno de L. laeta.

Nas aranhas do género Loxosceles o veneno apresenta agdo enzimatica
(MARTINEZ-VARGAS, 1987) e € uma mistura complexa de toxinas proteicas com
proeminéncia de proteinas de baixo peso molecular de cerca de 5 a 40 kDa. O
volume total de veneno injetado € minimo (entre 1 a 2 pl), e contém proteinas na
ordem de dezenas de microgramas (SWANSON; VETTER, 2006). Entre estas
enzimas, o veneno apresenta identificado em sua composi¢cdo varias toxinas,
incluindo fosfases alcalinas, hialuronidases, metalloproteases (proteases
semelhante as astacinas), peptideos inseticidas de baixo peso molecular (5,6 —
7,9 kDA), e esfingomielinase D de 32-35 kDa aparentemente envolvida na
agregacao plaquetaria (FUTRELL, 1992; FEITOSA et al, 1998; de CASTRO et
al., 2004; BARBARO et al., 2005; da SILVEIRA et al., 2006; da SILVEIRA et al.,
2007a; da SILVEIRA et al., 2007b; da SILVEIRA et al., 2007c) e outras moléculas
(de 33, 34 e 35 kDa) associadas com as atividades nocivas do veneno (GEREN et
al., 1976; KURPIEWSKI et al., 1981; BARBARO et al., 1992; TAMBOURGI et al.,
1995; FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999).

Andlises em SDS-PAGE dos venenos de diferentes espécies como L.
gaucho, L. intermedia e L. laeta revelaram similaridade em sua composi¢cao, com a
presenca de bandas nas regides entre 30 e 35 kDa (BARBARO et al., 1994). As
toxinas presentes no veneno destas trés espécies podem ser separadas em trés
fracdes principais (A, B e C) sendo a atividade de dermonecrose restrita apenas a
fracdo A (BARBARO et al., 1996). Em L. gaucho foi isolada uma fragao de 30 kDa
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na qual foram identificadas duas isoformas denominadas Loxnecrogin A (31,4
kDa) e Loxnecrogin B (31,6 kDa) com atividade dermonecrética, entretanto nao
tao intensa em relagao a atividade produzida pelo veneno total.

As toxinas presentes no veneno de aranha marrom, em especial as
dermonecroticas, sdo capazes de provocar a dermonecrose, hemolise, agregacao
plquetaria, disturbios renais, aumento na permeabilidade vascular e resposta
inflamatdria desregulada (DA SILVA et al., 2004; HOGAN et al., 2004; SWANSON;
VETTER, 2006; CHAIM et al., 2006).

A toxina primeiramente caracterizada em veneno de Loxosceles reclusa
como esfingomielinase-D, tem acéo direta na clivagem da ceramida-1-fosfato da
esfingomielina (FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004), mas estudos baseados
em meétodos bioquimicos, levam a crer que a enzima possui uma vasta gama de
substratos, hidrolizando glicerofosfolipidios e esfingofosfolipidios para gerar acido
lisofosfatidico ou ceramida-1-fosfato. Como resultado, foi sugerido que tais
toxinas, antes conhecidas como esfingomielinases-D do veneno de aranha
marrom, fossem denominadas fosfolipase-D, devido a sua maior gama de
atividade hidrolitica em lipidios (LEE; LYNCH, 2005).

Ha presenca de uma hialuronidase com mobilidade eletroforética entre 33
kDa e 63 kDa, e sua provavel contribuicdo consiste na extensdo das lesbes
dermonecroéticas por espalhamento gravitacional (FUTRELL, 1992; YOUNG;
PINCUS, 2001; DA SILVA et al,, 2004). Tais enzimas presentes no veneno,
podem ser potencializadoras de outros componentes, de forma a facilitar a
penetragdo destes em compartimentos celulares e tecidos.

Entretanto, a fungdo exata da maior parte das enzimas ainda precisa ser
elucidada. O veneno apresenta também fatores hemorragicos, como por exemplo,
uma metaloprotease de 20-28 kDa (loxolisina A) com atividades sobre a
fioronectina e o fibrinogénio e uma metaloprotease gelatinotitica de 32-35 kDa
(loxolisina B) com fungao desconhecida (FEITOSA, 1998).

Além das enzimas mencionadas existem outras moléculas biologicamente

ativas presentes no veneno de L. intermedia com atividade proteolitica sobre
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entactina e sobre componentes da membrana basal (FUTRELL, 1992; VEIGA et
al., 2000; VEIGA et al, 2001b).

1.7.1. Agéo das toxinas do veneno sobre a matriz extracelular

Estruturalmente, a matriz extracelular esta dividida em membrana basal,
matriz conectiva e matriz sanglinea, correspondendo a uma estrutura complexa
formada por proteinas secretadas e glicoconjugados que interagem
tridimensionalmente, originando uma rede molecular (YURCHENCO; SCHITTNY,
1990). A matriz extracelular ao interagir funcionalmente com moléculas receptoras
na superficie celular participa como suporte na orientacdo dos processos
biol6gicos onde ocorre adesédo e locomocao celular, coordenando importantes
fendmenos fisioldgicos no funcionamento dos tecidos (MEREDITH et al., 1993;
VEIGA et al., 1997).

A acado de constituintes moleculares encontrados no veneno da aranha
marrom sobre membranas basais poderia explicar os efeitos nocivos presentes no
loxoscelismo, principalmente nos processos hemorragicos (membrana basal
subendotelial venosa) e na insuficiéncia renal aguda (membrana basal
glomerular). Feitosa et al. (1998) identificaram e caracterizaram duas
metaloproteases ligantes de gelatina, uma delas com atividades fibronectinolitica
provavelmente envolvidas nos disturbios hemostaticos desencadeados pelo
veneno de L. intermedia.

Aparentemente o veneno de L. intermedia ndo tem atividade sobre laminina
ou colageno tipo IV. No entanto, ensaios bioquimicos mostraram sua ligacao tanto
com a laminina, quanto com o colageno tipo IV. Sabe-se que o veneno degrada o
esqueleto protéico do proteoglicano de heparam sulfato e hidrolisa entactina
(molécula que age como ponte de organizagdo da membrana basal) (VEIGA et al.,
2001b), como pode ser visualizado na figura 6. Ainda, experimentos de
imunomarcagao com visualizagdo em microscopia confocal, mostraram a ligagcéao
de toxinas do veneno a membrana basal glomerular de rins de camundongos

expostos as toxinas presentes no veneno (LUCIANO et al., 2004), o que mais uma
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vez reforca a idéia da participacdo da matriz extracelular no comprometimento

renal nos casos de loxoscelismo cutaneo-visceral.

Laminin Type | Type IV Fibrinogen Fibronectin Vitronectin Laminin/
collagen collagen entactin
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FIGURA 6 - DEGRADAGCAO DE MOLECULAS PURIFICADAS DE MATRIZ EXTRACELULAR
POR TOXINAS DO VENENO DE ARANHA MARROM. Diferentes moléculas de matriz foram
incubadas na auséncia (-) ou na presencga (+) do veneno e analisadas em gel de SDS-PAGE. (A)
Laminina extraido do tumor de EHS. (B) Colageno do tipo | extraido do tend&o de rato. (C)
Colageno do tipo IV de placenta humana. (D) Fibrinogénio humano. (E) Fibronectina humana. (F)
Vitronectina humana. (G) Dimero de laminina e entactina extraidos de tumor de EHS. FONTE:
VEIGA et al., 2001b.

1.7.2. Agao das toxinas sobre as células endoteliais

A nivel celular e molecular a compreensdo do loxoscelismo ainda €
bastante incompleta. Mantém-se ainda obscuro o0 mecanismo pelo qual as toxinas,
presentes no veneno loxoscélico, atuam sobre o endotélio e no subendotélio dos

vasos sanguineos induzindo vasodilatagdo, coagulagéo intravascular,
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degeneracdo da parede dos vasos sanglineos, hemorragia dérmica e até mesmo
subcuténea.

A acéao do veneno de L. intermedia sobre as células endoteliais em cultura
foi investigada por Veiga et al., (2001a). Os dados mostraram que ao longo do
tempo de exposicdo, as células foram perdendo a adesdo sobre a placa de
cultura, sugerindo morte celular (figura 7 A-C). No entanto, a viabilidade das
células soltas mostrou ser superior a 95%. Desta forma, quando estas células
foram lavadas e recolocadas em cultura, em uma nova placa com meio livre de
veneno, foi observado que as mesmas foram capazes de aderir e se proliferar
(figura 7 D-F), mostrando que as enzimas do veneno atuam sobre a matriz
extracelular (Veiga et al.,, 2001a), mas no tempo analisado ndo provoca a morte
das células.

Sabe-se que o tratamento de células endoteliais com veneno de aranha
marrom, além de promover a perda de adesdo, também leva a alteracbes
ultraestruturais, bem como o tratamento da matriz de fibronectina secretada pelas
proprias células endoteliais com veneno, exibe extensa desorganizacdo e
degradacgao (PALUDO et al., 2006).

A sugestdo da acado das toxinas do veneno da aranha marrom atuarem
sobre a matriz extracelular das células endoteliais nos levou a investigar a
possibilidade de que farmacos que também interagem com os componentes da
matriz extracelular poderiam minimizar ou até mesmo levar a inibicdo da acgao dos
efeitos induzidos por estas toxinas. Assim, no presente trabalho busca-se
investigar se polissacarideos sulfatados podem interferir com a agéo do veneno.
Para tanto, estes compostos sao descritos a seguir.
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FIGURA 7. CELULAS ENDOTELIAS EXPOSTAS AO VENENO DE LOXOSCELES INTERMEDIA.
(A) Controle, célula ndo expostas para as toxinas do veneno. (B) e (C) Células expostas as toxinas
do veneno por 6 e 18 horas, respectivamente. Observe que as células alteraram a morfologia,
apresentando um carater arredondado, o qual indica a perda da interagdes célula-célula e célula-
matriz extracelular. (D) - (F) As células soltas foram lavadas e recolocadas em uma nova placa de
cultura como meio fresco, livre de veneno e as células foram mantidas em cultura por 6 horas (D),
18 horas (E) e 72 horas (F). FONTE: Veiga et al, 2001a.

1.8. POLISSACARIDEOS SULFATADOS

1.8.1. Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sédo grandes e complexas moléculas de
carboidratos que interagem com varias proteinas, atuando em muitos processos
fisiolégicos e patologicos (RADEMANCHER et al., 1988; JACKSON et al., 1991).
Também j& foram chamados de mucopolissacarideos, devido as suas
propriedades viscosas e lubrificantes. Estas moléculas estdo presentes em
superficies de todas as células animais, na matriz extracelular, em granulos
intracelulares de especificos tipos celulares e alguns sdo conhecidos por ligarem e
regularem uma variedade distinta de proteinas, incluindo citocinas, enzimas,
fatores de crescimento e moléculas de adesao (JACKSON et al., 1991; CONRAD
et al., 1998).
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Estes heteropolisacarideos lineares sdo constituidos por unidades
dissacaridicas repetitivas, que por sua vez sao formadas alternadamente por uma
hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina) unida por ligacao glicosidica a
um acido urdnico (D-glucurénico ou L-idurbnico) ou a um acgucar neutro (D-
galactose). A maioria desses compostos apresentam grupamentos sulfatos, que
juntamente com as carboxilas dos acidos urdnicos, conferem uma alta densidade
de cargas negativas a estes compostos (DIETRICH, 1984).

Em tecidos de mamiferos ocorrem sete tipos de GAGs: heparina, heparam
sulfato, condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato, queratam
sulfato e acido hialurénico (DIETRICH, 1984), definidos com base em seus
constituintes. Estes glicosaminoglicanos podem ser diferenciados quanto ao tipo
de hexosamina e agucar ndo nitrogenado, quanto ao grau de sulfatacdo e a
posicdo em que sao sulfatados, bem como quanto ao tipo de ligagao glicosidica
inter- e intradissacaridica.

Todos sdo polimeros de natureza &cida e, com excegdo do &cido
hialurénico, carregam grupamentos sulfatos, ligados a varias posi¢cées. Desta
forma a alta densidade de cargas negativas tem influéncia sobre fungdes
fisiologicas e também sobre propriedades farmacologicas.

Os (glicosaminoglicanos possuem um papel importante na sinalizagéo
celular e desenvolvimento de angiogénese (LOZZO et al., 2001), crescimento
axonal (HOLT et al., 2005) e na anti coagulacdo (CASU et al., 2004; FAREED et
al., 2000). Acredita-se que estas moléculas participam em processos de migragao
celular pois agem como co-receptores para fatores de crescimento. Na verdade,
membros da familia de fatores de crescimento precisam interagir com cadeias de
heparina / heparam sulfato a fim de que seus receptores ativem toda sua
sinalizacao (LOZZO et al., 2001; KISYLEVSKY et al., 2007). A superexpressao

destes fatores contribuem para a progressao de tumores, em caso de matastases.
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1.8.2. Heparina

Heparina foi o primeiro composto a ser usado como anticoagulante e
agente anti trombdtico. Foi isolada primeiramente em 1916 de uma preparagao de
figado de céo. A heparina comercial introduzida nas praticas clinicas ha cerca de
60 anos atras, é extraida de mucosa intestinal de suinos e bovinos e também de
pulmao bovino (NADER et al.,2001). Além de estar presente em tecidos como
pele, pulméo e intestino, também localiza-se dentro de mastdcitos, estando
relacionada com a resposta imunolégica inespecifica.

Esta molécula é bastante conservada evolutivamente, conservando
estruturas similares em todos o reino vertebrado, como por exemplo o peru
(NADER et al., 1999 ), baleia (WARDA et al., 2003a), camelo (OTOTANI et al.,
1981), rato (WARDA et al., 2003b), humanos (BLAND et al., 1982) e até mesmo
em organismos invertebrados (LINHARDT et al, 1992), tais como lagosta
(HOVINGH et al., 1982), camarao (DIETRICH et al.,1982), espécies de moluscos
marinhos (HOVINGH et al., 1993) e caranguejo (PJELR et al., 1987).

As cadeias de heparina sdo constituidas de dissacarideos contendo &cido
urdénico e a-D-glucosamina, que pode estar sulfatado. Os residuos de &cidos
urdénicos sao do tipo a-L-idurbnico e B-D-glucurdénico sendo que a maioria dos
residuos de acido L-idurbnico estd sulfatado. O acido D-glucurdnico raramente
encontra-se sulfatado. As ligagdes glicosidicas intradissacaridicas sédo do tipo o
(1-4) ou B (1-4) e a ligacéo interdissacaridica € do tipo o (1-4) (GANDHI et al.,

2008) como pode ser visto na figura 8.

HaOSOH Hy0804H Hy0S0gH 00H CHy0803H
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OH OH O OH OH 0— ™ OH OH OH e
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FIGURA 8. UNIDADE ESTRUTURAL DA HEPARINA. FONTE: GANDHI et al., 2008.
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1.8.3. Fucanas

O primeiro fucoidan isolado proveniente de alga marrom foi descrito a 95
anos atras (KILING, 1913). Trinta e cinco anos depois foram publicadas evidéncias
de que fucanas também ocorriam em invertbrados marinhos (VASSEUR, 1948).

Estes polissacarideos denominados fucana, possuem como caracteristica
estrutural mais marcante a presencga de L-fucose sulfata, sdo faciimente extraidos
da parede celular de algas marrom (familia Phaeophyceae) utilizando dgua quente
(PERCIVAL; ROSS, 1950) ou solucao acida (BLACK, 1954). Sua estrututura é
complexa e residuos de 3- e 4-fucose ligados estdo certamente presentes, e
sulfatagdo nas posicdes 2- e 4- podem ser identificadas (MULLQOY et al., 1994;
PEREIRA et al., 1999).

CHyOH CHa0H CHZOH CHaOH CHzOH CHAOH CHOH CHOH CHOM CHZOH
0, o, 0, o, 0 0, a o, 0 0.
0 o o 0 O ]
0S50y H S0y oH S05 OH 505" OH QS0 OH
OH OH OH OH OH
0. o 0, Q
Ha CH
S g ST

o 9
CHy 0804
HO,
- 0, o, % '
7 0 0S0; CHa 0505
HOL HO, )
Q
OH OH & 150,

FIGURA 9. ESTRUTURA PROPOSTA PARA UMA GALACTOFUCANA SULFATADA EXTRAIDA
DE S. Schoederi. FONTE: ROCHA et al., 2005.

As fucanas sdo observadas em algas marrons (Phaeophyceae) e em
equinodermos (ouricos e pepinos do mar). Nas algas elas estdo localizadas na
matriz mucilagenosa e devido ao seu carater altamente higroscépico, acredita-se
que protejam a alga da desidratacdo quando essa é submetida a longos periodos
de exposicdo ao sol durante as marés baixas. A natureza mucilagenosa destes
compostos, também parece contribuir para tornar a alga flexivel o bastante para

crescer em ambiente liquido e rigida o suficiente para permanecer estendida, e
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assim, melhor captar a luz e os nutrientes existentes (PERCIVAL; MACDOWELL,
1967).

Ao contrario das fucanas extraidas de algas, os polissacarideos de
equinodermos possuem estruturas simples, compostas de unidades repetitivas de
oligossacarideos. Elas diferem entre si principalmente por diferentes padrées de
sulfatacdo nos residuos de suas unidades (MULLOY et al., 1994; ALVES et al,,
1997; VILELA-SILVA et al., 1999)

As fucanas tém sido avaliadas com relagdo as suas possiveis atividades
farmacoldgicas através de diversos modelos experimentais. O grande interesse
pelas fucanas pode ser relacionado com a sua semelhanga estrutural com a
heparina, 0 que daria a esses polissacarideos atividades semelhantes as dos
GAGs, ainda por serem de origem vegetal elas poderiam apresentar menores
riscos de contaminagées por virus e particulas, como “prions”, quando
comparados com a heparina; além do fato das algas serem recursos naturais
renovaveis (BERTEAU; MULLQY, 2003).

Diversos autores tém reportado diferentes atividades para as fucanas,
como: atividade angiogénica (SOEDA et al., 2000), anticoagulante, antitrombdtica
(MAURAY et al., 1998, ROCHA et al., 2006); antimigratoria (GIRAUX et al., 1998);
anti-adesiva (ROCHA et al, 2002); anti-oxidante (RUPEREZ et al., 2002),
inibidores in vitro de varios visrus, incluindo impotantes patégenos humanos, tais
como o virus da imunodficiéncia humana, herpes e dengue (WITVROUW;
DECLERQ, 1997; MARCHETTI et al., 1995, GONZALEZ et al., 1987; KAKUDA,
2000) entre outras.

Porém, devido ao fato de muitos estudos de atividade biolégica serem
conduzidos utilizando preparacées cruas de fucoidan, se torna dificil determinar as
relacdes entre atividade e estrutura. Ao longo dos anos, vem se tornando mais
claro que ao menos algumas destas varias atividades descritas ndo séo
meramente devido em fungcdo de sua alta carga negativa, mas especificamente
pela complexidade estrutural distinta (BERTEAU; MULLQY, 2003).

A presenca de xilofucanas em trés espécies de algas marrom foi

demonstrada por Dietrich e col. (1995). As algas Padina gymnospora, Dictyota
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mertensis e Sargassum vulgare, apresentavam trés fucanas, que foram reunidas
em trés grupos de acordo com a sua mobilidade eletroforética e assim
denominadas de fucanas A, B e C, por ordem crescente de mobilidade
eletroforética. As fucanas A corresponderam a xilofucoglucuronanas e as fucanas

B e C a xilofucanas com diferentes graus de sulfatagéo.

1.8.4. Interagdes de Polissacarideos com as Células Endoteliais

Os polissacarideos sao frequentemente investigados quanto a suas
propriedades farmacolégicas. Muitas das propriedades funcionais dos GAGs
dependem da interagéo entre o polissacarideo e proteinas (KJELLEN; LINDAHL,
1991, LINDAHL et al, 1994). Esta interacdo, geralmente, € de natureza
eletrostatica. Heparina e heparam sulfato sdo capazes de se ligar a varias
proteinas da matriz extracelular como fibronectina (YAMADA, 1983), vitronectina
(HAYMAN et al.,, 1983, UNDERWOOQOD et al., 2002), laminina, trombospondina
(BERGE et al., 1999), colagenos tipo I, Il and V (DELACOUX et al., 1998) e
tenascina (LANE, 1989).

Trindade et al. (2008) demonstraram que a atividade antitromboética da
heparina é mediada pelo estimulo da sintese de heparam sulfato nas células
endoteliais e, a matriz extracelular € o local de ligacdo para desencadear tal
estimulo (Figura 9 — A-D) (TRINDADE et al., 2008). Ainda, estes autores foram
capazes de mostrar que a interacao da heparina com a MEC é dose e tempo
dependentes (dados ndo mostrados). Por outro lado, fucana B demonstrou ser
mais eficiente que a heparina ao estimular a sintese de HS (ROCHA et al., 2005) e
este estimulo também é mediado pela sua interacdo com a matriz extracelular.

Assim, como o sitio de ligacdo dos polissacarideos sulfatados é a matriz
extracelular, buscamos, com o presente trabalho, investigar se estes compostos
podem ter efeito protetor sobre a agdo do veneno da aranha marrom, utilizando

como modelo de estudo, células endoteliais em cultura.
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FIGURA 10. HEPARINA LIGA A COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR. (A)-(D)
Imagens obtidas em microscopia confocal. (A) Heparina biotinilada ligada a matriz em vermelho.
(B) Projecdo da imagem A deslocada 90°; (C) Heparina biotinilada ligada & matriz em verde e
anticorpo anti-sindecam-4 (proteoglicano de superficie celular) revelado em vermelho; (D)
colocalizagdo da ligagéo da heparina biotinilada corada em vermelho com a imunomarcacao para
fiboronectina revelada em verde. Nucleo celular corado em azul com DAPIL. FONTE: Trindade et al.,

2008.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Levando em consideragdo acao do veneno de L. intermedia sobre
componentes da matriz extracelular, causando a desadesdo das células em
cultura e, no endotélio vascular induzindo a degeneragcao de suas paredes e, por
outro lado, que polissacarideos sulfatados podem interagirem com componentes
da matriz extracelular, objetivou-se avaliar o possivel papel protetor de
polissacarideos sultadatos sobre os efeitos induzidos pela agdo do veneno de

aranha marrom em células endoteliais em cultura.

2.2. 0S OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar o possivel efeito protetor dos polissacarideos sobre células
tratadas com veneno por um periodo de 24 horas.

e Analisar quais eventos causados pelo veneno s&o minimizados, tais

como perda de adesdo e alteragdo de morfologia.

o Verificar se existe uma possivel interagcdo entre componentes do

veneno e os polissacarideos utilizados.

e Analisar o papel protetor dos polissacarideos sobre fibronectina, uma

molécula da matriz extracelular.

e Observar se existem diferengas no papel dos polissacarideos em
relacdo ao efeito protetor sobre fibronectina plasmatica ou secretada
por células endoteliais.



40

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENGCAO DO VENENO LOXOSCELICO

Foram utilizados individuos adultos de Loxosceles intermedia coletados na
cidade de Curitiba e regido metropolitana. Estes foram mantidos no Laboratério de
Matriz Extracelular e Biotecnologia de Venenos da UFPR. O veneno de
Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas em condigdes apropriadas e
submetidas a eletrochoque de 15 volts no cefalotérax como descrito por Feitosa et
al. (1998). Apds coleta, a concentracao de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (1976).

3.2. POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Foram utilizadas 2 fucanas, (denominadas Fucanas A, B), provenientes da
alga marrom Spatoglossum schréederi, as quais foram purificadas, caracterizadas
e quantificadas pelo Prof. Hugo A. O. Rocha (UFRN). De acordo com o perfil
eletroforético obtido em gel de agarose (tampao PDA), pdéde-se comprovar a
pureza e caracterizagdo das fucanas, como ilustra a Figura 11. Em relagdo aos
glicosaminoglicanos, foi utilizada heparina nao fracionada extraida de pulméao
bovino, que foi gentiimente fornecida pela Dra Helena Bonciani Nader (UNIFESP).
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FIGURA 11. PERFIL ELETROFORETICO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS. Eletroforese
em gel de agarose utilizando tampéo PDA 0,05M, pH 9,0. 5 ul dos polissacarideos séo aplicados
nas canaletas do gel. Para referéncia de mobilidade eletroforética, padrdes (5 pug) foram utilizados:
heparam sulfato (HS), dermatam sulfato (DS) e condroitim 4 sulfato (CS). Ao final, foi realizada
precipitagdo em solucdo de Cetavion 0,1%, por 2 horas, a temperatura ambiente. Apds o gel ter
secado a temperatura ambiente, foi corado com azul de toluidina 0,1%, numa solugédo de acido
acético 1% e etanol 50%, sendo o excesso de corante removido pela solugdo na auséncia do
corante. A seguir o gel foi deixado para secar a temperatura ambiente. Origem do gel (OR).
Evidencia-se por ordem crescente de mobilidade eletroforética, as fucanas A (FucA), B (FucB) e
Heparina (Hep).

3.3. LINHAGEM CELULAR

Foi empregada a linhagem de células endoteliais de aorta de coelho
(RAEC) (BUONASSISI, 1973), as quais foram cedidas pela Prof?. Dra Helena
Bonciani Nader (UNIFESP). As células foram mantidas numa mistura de nutrientes

HAM-F1> com L-glutamina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (que foi esterilizado em
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fitro com membrana de acetato de celulose 0,22 mm da Millipore). A seguir, foi
adicionado 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP), 10.000U de
Penicilina e 10 mg/ml de Estreptomicina (Invitrogen Carlsbad, CA, EUA).

As células foram mantidas em incubadora de CO, (SANYO, modelo MCO-
1SAC, Japdo) a 37°C, com uma atmosfera imida, sob tensdo de 5%. CO.. As
trocas de meio foram realizadas a cada dois dias e os subcultivos, realizados
quando as células atingiam a confluéncia.

Para o subcultivo das células, as mesmas formam primeiramente lavadas
com solugcédo de EBSS (solucao salina balanceada de Earl) sendo posteriormente,
acionado solucdo de pancreatina diluida em EBSS (0,25% w/v). O complexo
enzimatico de pancreatina (também conhecida como viocase) é composto por
colagenases, elastases, esterases, nucleases e peptidases. Este complexo €
extraido do pancreas suino e foi adquirido da Gibco (Life Technologies Rockville,
MD, EUA). As células permaneceram sob agdo enzimatica por um periodo de 20
minutos. A seguir, a suspensao de células foi diluida em meio F12 contendo 10%
de SFB, para inibir agdo enzimatica. A seguir, as células foram coletadas por
centrifugacado e ressuspensas novamente em meio F12 contendo 10% de SFB.
Dependendo do objetivo do ensaio, as células foram cultivadas em frascos, placas
de Petri ou de “multiwell” provenientes da Corning (NY, USA). Estoques celulares
foram mantidos no nitrogénio liquido, armazenados em tubos adequados, em
solugdo de congelamento (50% de soro fetal bovino e 10 % de DMSO (Sigma—
Aldrich) em Fy).

3.4. OBTENCAO DE MOLECULA DE MATRIZ EXTRACELULAR PURIFICADA

Fibronectina foi purificada a partir de plasma humano fresco (obtido no
Hospital Central de Curitiba) em cromatografia de afinidade em gelatina-sepharose

(Pharmacia, Uppsala, Sweden) como descrito por Engvall e Ruoslathi (1977).
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3.5. ACARACTERIZA(;AO DO EFEITO DO VENENO NA PRESENGCA OU
AUSENCIA DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Células endoteliais foram cultivadas até atingirem a confluéncia.
Posteriormente estas células foram expostas a 40 pug/ml de toxinas do veneno
(correspondente a quantidade média de veneno inoculado em uma picada em
nutriente HAM-F42, sendo mantido por 24 horas em incubadora. Passadas as
primeiras 2 horas, foi adicionado 100 ug/ml de polissacarideos sulfatados (de
heparina ou fucana), sendo mantidos tanto o veneno, quanto os carboidratos pelo
restante do tempo de incubagéo sobre a cultura de células. Ao final do ensaio, 0
meio com células foi removido e as células soltas coletadas em microtubos, para a
contagem das mesmas em hemocitbmetro. As células que permaneceram
aderidas na placas foram removidas utilizando pancreatina, acondicionadas em
microtubos e também contabilizadas em hemocitdmetro, sendo feita assim uma
estimativa da quantidade de células aderidas e soltas.

Para confirmacdo dos dados, outra placa submetida a tratamento

semelhante, teve as células fixadas com formaldeido 2% em PBS por 20 min
(temperatura ambiente). Apos a fixacdo as células foram coradas com cristal
violeta (VETEC, RJ, Brasil) (0,8%) em etanol (Biotec, Pinhais, PR, Brasil) (20%).
Apoés lavagem exaustiva com PBS, o corante foi eluido com 0,1M de citrato de
sédio (VETEC, RJ, Brasil) em etanol (50%), sendo posteriormente medida a
absorbancia a 550nm em leitor de ELISA.
A viabilidade celular foi realizada incubando as células com 100ug de
polissacarideos. Apos o periodo de incubagédo de 24, 48 e 72h, as células soltas
foram coletadas, e seu volume posteriormente reunido com as células que
permaneceram aderidas, as quais foram subsequentemente soltas com
pancreatina. A estimativa do numero total de células presentes em cada poco foi
realizada por contagem em hemocitdmetro. A seguir, o corante Azul de Tripan
(Sigma-Aldrich) foi adicionado a suspenséao de células na proporgéo de 1:10
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(corante:suspensdo de células) e a proporgcdo de células viaveis e nao viaveis
realizado em hemocitbmetro pelo método de exclusdo, no qual as células com a

membrana plasmatica comprometida coram-se tornando-se azuladas.

3.6. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS CELULAS EXPOSTAS AO VENENO
NA PRESENCA OU AUSENCIA DE POLISSACARIDEO

As células foram plaqueadas em laminulas circulares de 13 mm,
acondicionadas em placa de 24 pogos (Corning, NY, USA). Apds atingirem a
confluéncia, as células foram expostas a 40 ug/ml de veneno de aranha marrom
por um periodo de 2 horas, as células receberam o tratamento ou ndo de 100
ug/ml dos polissacarideos. Apos um periodo de incubagéo de 4 horas, as células
foram lavadas 4 vezes em tampéao cacodilato (Synth, Diadema, SP) 0,15M, pH 7.4
a 4°C e, entdo, fixadas em solugdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) por 20
min, lavadas novamente em tampao cacodilato e pds-fixadas com tetréxido de
6smio ( EMS, PA, USA) por 10min, sendo em seguida, lavadas com cacodilato.
Finalmente as células aderidas nas laminulas foram desidratadas com
concentracdes crescentes de etanol (Merck, Darmstadt, Almanha) (30%, 50%,
70%, 90%, duas vezes 100%) por 10 min cada. A seguir, foram submetidas ao
ponto critico (BALZERS CPDO010) e metalizadas com ouro (BALZERS SCD030) ,
posteriormente, analisadas no microscépio eletronico de varredura MEV XL-30

Philips, no centro de microscopia eletrénica da UFPR.

3.7. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A possivel interacdo do veneno com os polissacarideos em questao, foi
investigada por eletroforese em gel de agarose (HiMedia, FL, USA) (0,6%),
preparado em tampao Tris/Acetato (Amresco, Ohio, USA) 0,05M pH 8,00, que é
colocado sobre laminas de vidro medindo (7,5 x 5,0 x 0,2). Aliquotas de 5 pl dos
polissacarideos sultafos foram pré-incubadas com as toxinas do veneno por 1

hora a 37°C e em seguida foram aplicadas nas canaletas do gel e submetidas a
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eletroforese, em caixa resfriada a 4°C (5 V/cm durante 1 hora). A origem
corresponde ao pélo negativo (DIETRICH; DIETRICH ,1976).

Foram utilizados como referéncia de mobilidade eletroforética, os padrdes
de glicosaminoglicanos sulfatados (5 pg de cada GAG, sendo heparan sulfato,
dermatan sulfato e condroitin 4-sulfato). Ao final da corrida eletroforética, os
compostos foram precipitados no gel de agarose pela incubagdo em solugéao de
Cetavlon (Amresco, Ohio, USA) 0,1%, por um tempo minimo de duas horas, a
temperatura ambiente.

Em seguida o gel foi seco sob a temperatura ambiente e para visualizagao
da possivel interacdo dos componentes de interesse, foi realizada dupla
coloragao, sendo que para corar 0s polissacarideos foi utilizado o corante azul de
toluidina (Vetec, RJ, Brasil) 0,1%, numa solug¢ao de acido acético (Biotec, Pinhais,
PR, Brasil) 1% e etanol(Biotec, Pinhais, PR, Brasil) 50%, e para corar as proteinas
do veneno foi utilizado o corante negro de amido (0,1% em acido acético 7% por

15min). A seguir o gel foi seco a temperatura ambiente.

3.8. ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO

Aliquotas de células endoteliais (1x10° células/ml) foram separadas em
microtutubos somente com meio de cultura HAM-Fq> na presenca ou auséncia
(grupo controle) de veneno de aranha marrom (40ug/ml) e de fucana A ou B. As
células foram mantidas sob agitagdo branda por 2h (37°C a 5% de COy). A seguir,
as células foram incubadas com anticorpo policlonais IgG anti-toxinas do veneno
de L. intermedia, produzido em camundongo (1:1000 em PBS contendo 1% de
BSA) por 1 hora. Apds lavagens com PBS (5 vezes), as células foram incubadas
com anticorpo anti-lgG de camudongo, produzido em cabra conjugado FITC
(Santa Cruz, Biotech., Inc., CA, USA) (1:250 em PBS-40 mim), sendo
posteriormente lavadas por 5 vezes com PBS entdo submetidas a analise em
citometria de fluxo.

Foram analisados 10.000 eventos para cada amostra no citbmetro de
fluxo FACScalibur (Becton-Dickinson Imunocitometria Systems, San Jose, CA,

USA — anadlise em programa Cell Quest).
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3.9. ENSAIO DE ADESAO CELULAR

Placas de 24 pocos (Corning, NY, USA) foram previamente sensibilizadas
por 2 horas a 37°C e 5% CO,, com fibronectina diluida em PBS estéril numa
concentragdo de 10ug/ml. Posteriormente, a solugéo de proteina foi removida dos
pocos, e estes foram entdo lavados com PBS estéri. A seguir, os sitios
inespecificos foram bloqueados com BSA (Sigma, MO, USA) 1% diluido em PBS
estéril por 1 hora a 37°C e 5% CO,. Para controle experimental, foram utilizados
pocos sensibilizados apenas com BSA 1%. Com o intuito de verificar o efeito do
veneno na presencga ou auséncia dos polissacarideos sulfatados sobre a matriz
de fibronectina, parte dos poc¢os foram incubados com uma solugdo de veneno de
aranha marrom com uma concentragdo de 40ug/ml diluido em PBS estéril, outros
pocos foram incubados tanto com o veneno quanto com os polissacarideos em
questado, e ainda, houveram pocos incubados somente com os polissacarideos
sulfatados.

No grupo controle foi adicionado somente de meio de cultura, sendo que
estas condi¢cées foram mantidas por 2 horas a 37°C numa atmosfera de 5% de
CO.. Apds este periodo, os pogos foram lavados com PBS estéril e 4x10* células
foram soltas e plaqueadas sobre estes pocos, sendo mantidas em estufa por 2
horas (tempo suficiente para que as células consigam aderir ao substrato). Apés
as células foram lavadas com PBS e submetidas a fixagdo em metanol (Biotec,
Pinhais, Brasil) por 10 minutos.

Depois de serem fixadas, as células foram coradas com Cristal Violeta
(Vetec, RJ, Brasil) 0,5% dissolvido em etanol 20% por 20 minutos a temperatura
ambiente e entdo lavadas 10 vezes com PBS. O corante foi eluido tratando as
células com 500ul de citrato de sédio (Vetec, RJ, Brasil) 0,1M, 50% em etanol, por
30 minutos. A concentragdo de corante de cada poco foi quantificada por leitura de
absorbancia a 550nm, adquiridas em leitor de ELISA. As absorbéancias de cada
poco foram expressas em relacdo ao grupo controle (adeséo sobre o BSA). Cada

variavel foi processada em octoplicata.
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3.10. PROTECAO CONTRA DEGRADAGAO DE FIBRONECTINA PLASMATICA

A verificacdo da degradagédo de fibronectina plasmética foi realizada pela
incubacgao in vitro de solu¢cdes de proteina de matriz extracelular purificada, na
presenca de veneno loxoscélico com ou sem polissacarideos sulfatados ou
somente polissacarideos sulfatados. Na andlise da degradagéo de fibronectina, a
propor¢cdo de enzima/substrato foi 1:100. As incubag¢bes foram realizadas nos
tempos de 2 horas a 37°C. O perfil protéico das solug¢des incubadas foi obtido por
experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) sob condi¢bes
redutoras (Laemmli, 1970). Apds a corrida eletroforética, o perfil de degradacgéo
das proteinas foi observado por coloracdo dos géis com corante Azul de
Coomassie. Apds a coloragao, os géis foram escaneados e submetidos a analise
de densitometria de bandas, pelo software Scion Image PC.

3.11. PROTECAO CONTRA DEGRADA(;AO DA MATRIZ EXTRACELULAR DE
FIBRONECTINA PRODUZIDA PELAS CELULAS ENDOTELIAIS

Células endoteliais foram plaqueadas em laminulas circulares de 13 mm de
diametro (1 x 10* células por laminulas), as quais foram mantidas em cultura a
37°C e 5% de CO; até a confluéncia. Apds o periodo necessario de cultivo celular,
as células foram expostas ou ndo (controle) as toxinas do veneno de aranha
marrom (40ug/ml) por 2 horas. Apos este periodo, as células foram expostas
simultaneamente aos polissacarideos sulfatados por mais 2 horas em cultura.

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e fixadas com uma
solugcdo de paraformaldeido (Electron Microscopy Sciences, Washington, NY,
USA) 2% diluido em PBS por 30 minutos e entdo foram lavadas novamente com
PBS, por mais 5 vezes. Os radicais aldeidicos foram bloqueados com uma
solugao de glicina (Merck, Darmstadt, Alemanha) 0,1 M por 2 minutos, e as células
foram novamente lavadas com PBS por 5 vezes. Apds isso, as células foram
expostas a anticorpos policlonais 1gG anti-fioronectina (Santa Cruz, Biotech., Inc.,
CA, USA) produzido em camundongo (1:250 em PBS) por 1 hora. Apds, foram

feitas 5 lavagens com PBS, e entdo as células foram incubadas com anticorpo
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anti-lgG de camudongo conjugado com Alexa fluor 488 (1:250 em PBS) (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA).

A seguir, as células foram novamente lavadas com PBS e entdo incubadas
com solucado de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride - Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA), 3 uM em PBS por 5 minutos. Ao final da incubacéo,
as células foram lavadas com PBS por 5 vezes e lavadas com agua bidestilada e
entdo montadas em laminas histolégicas com Fluoromont G (2:1 em PBS)
(Electron Microscopy Sciences - Ft. Washington, PA, EUA). O material foi
analisado em microscopia de fluorescéncia confocal, (Confocal Radiance 2100,
Bio Rad Hercules, CA, USA) acoplado com Nikon-Eclipse E800 com objetivas
plano-apocromaticas (Sciences and Technologies Group Instruments Division,
Melville, NY, USA) e analizadas por software especifico (Laser Sharp 2000)
pertencente ao Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR.

3.12. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos parametros e os dados da contagem absoluta
foram realizadas utilizando andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para
comparagoes entre as médias. O programa GraphPad Prisma versdo 3.00 foi
utilizado, no qual os valores + erro padrdo da média (EPM) foram utilizados. A

significancia foi determinada como P < 0,05.
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4. RESULTADOS

Conforme apresentado anteriormente, diversos estudos tém mostrado
alteracdes nas células endoteliais que sdo desencadeadas pela exposi¢cdo ao
veneno de L. intermedia. Destacam-se os dados obtidos por Veiga et al., (2001a)
que evidenciaram alteragdes da morfologia e posterior perda de adesao celular
com a liberacdo das células da placa de cultura. Neste estudo foi demonstrado
que apdés 6 horas de exposicdo ao veneno, cerca de 50% das células se
apresentavam arredondadas e grande parte solta no sobrenadante. J& com 18
horas de tratamento, observaram que 95% de células estavam soltas da placa de
cultura. O mais interessante é que, quando estas células soltas foram lavadas e
replaqueadas em novo meio, livre de veneno, foi observado que elas voltaram a
aderir, mostrando que o veneno agia na matriz extracelular (VEIGA et al., 2001a).

Com o propédsito de buscar compostos que possam atuar como protetor
sobre a agdo do veneno nas células endoteliais, e tendo a informacdo de que
glicosaminoglicanos (em especial a heparina) e fucanas séo polissacarideos
sulfatados que possuem a capacidade de interagdo com moléculas da matriz
extracelular, buscamos neste trabalho avaliar se estes compostos podem

minimizar a acdo do veneno nestas células.

4.1. ACARACTERIZA(;AO DO EFEITO DO VENENO NA PRESENCA OU
AUSENCIA DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Para avaliar o possivel efeito protetor de polissacarideos sulfatado, sobre a
acdao do veneno de L. intermedia, as células endoteliais foram inicialmente
expostas para as toxinas loxoscélicas (por um periodo de 2 horas) e
posteriormente foi adicionado polissacarideo, sendo mantidos até o final da
incubacao (24 horas).

Os resultados estdo ilustrados na Figura 12, onde pode-se observar que as

células que foram expostas para as toxinas do veneno, na auséncia de
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polissacarideos, apresentam-se em menor numero (Figura 12 E). Ainda, nota-se
grandes alteragdes da morfologia celular, evidenciando células arredondadas e
distantes umas das outras, com aspecto muito diferente quando comparadas com
0 grupo controle (na auséncia de veneno), no qual se observa células aderidas
frmemente a placa de cultura, e exibem uma morfologia espraiada. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos anteriormente por outros autores.

No entanto, quando as células foram expostas para o veneno, na presenca
tanto de Fucanas (A e B), quanto de Heparina, observa-se um maior nimero de
células aderidas, indicando uma possivel protecdo (Figuras 12 F-H). Ainda,
observa-se que além da diminuicdo da perda de adesdo, ha também menos
alteragc6es morfoldgicas.

E importante salientar que a exposicdo somente a estes polissacarides, na
auséncia de veneno, ndo altera a morfologia celular (Figuras 12 B-D). Estas
células se assemelham muito ao aspecto do grupo controle (Figura 12 A), sem
qualquer perda de adesao (evidenciada pela ndo existéncia de células soltas) ou

aparentes alteragdes morfoldgicas.
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FIGURA 12. POLISSACARIDEOS SULFATADOS INIBEM A PERDA DE ADESAO DAS CELULAS
ENDOTELIAIS, CAUSADAS PELO VENENO DE ARANHA MARROM. As micrografias acima
evidenciam as células endoteliais tratadas ou ndo (controle - CTRL) com o veneno. No grupo
tratado somente com o veneno (VN), a grande maioria das células se soltaram do substrato e
evidencia-se profundas alteragées morfoldgicas (células visivelmente arredondadas). Grupos que
foram tratados com o veneno na presenga de fucana A (VN+FucA), fucana B (VN+FucB) e
heparina (VN+Hep) apresentaram maior numero de células aderidas e alteragdes morfoldgicas de
menor intensidade. Grupos onde as células foram expostas somente aos polissacarideos, fucana A
(FucA), fucana B (Fuc B) e heparina (Hep) ndo apresentam alteragées em relagdo ao grupo
controle (CTRL). Barra = 120um.
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Para confirmar estes resultados o numero de células, tanto daquelas soltas,
quanto das que permaneceram aderidas, foram contadas em hematocitémetro. Os
resultados estdo expressos na Figura 13 A, onde pode-se confirmar que havia
muito mais células aderidas nos grupos que foram expostos ao veneno na
presenca dos polissacarideos sulfatados.

Assim, a Figura 13 A lustra claramente a tendéncia observada
anteriormente nas micrografias (Figura 12). No grupo das células tratadas com
veneno (VN), observa-se o maior numero de células soltas (cerca de 70% do total
de células estava em suspensdo) e uma pequena quantidade de células ainda se
mantinha aderida a placa de cultivo (Figura 13 A). No momento de liberagéao
destas células aderidas, observou-se também que muitas se soltavam com a
simples agitacdo mecanica. Ainda, o tempo necessario para a agdo enzimatica
(com pancreatina) para que as células remanescentes se soltassem foi bastante
reduzido. Tudo isto demonstra o fragil estado de adeséo no qual estas células se
encontravam.

Nos grupos onde os polissacarideos foram adicionados na presenca do
veneno, observou-se um significativo aumento no numero de células aderidas na
placa, e conseqientemente, uma consideravel diminuicdo daquelas soltas (Figura
13 A). Além disto, a acdo enzimatica da pancreatina ndo foi tdo rapida, quanto
comparada aquela observada nas células tratadas somente com o veneno.

Como esperado, as células tratadas apenas com os polissacarideos (FucA,
FucB e Hep) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas com
as células do grupo controle (CTRL).

Resultados similares foram obtidos quando as células aderidas foram
fixadas na placa de cultura com metanol, seguido pela coloragdo com cristal
violeta e eluicdo com citrato de sddio. Este eluato foi entdo submetido a leitura da
absorbancia (Figura 13 B). Tais resultados serviram como base de comparagao
para 0 método de contagem utilizado anteriormente, sendo a que tendéncia

observada foi similar em ambos ensaios.
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Cabe salientar que a toxicidade dos polissacarideos foi avaliada em
ensaios de viabilidade celular, com uso de Azul de Trypan. Observou-se que apés
o tratamento por 24, 48 ou 72 horas com polissacarideos, ndo houve qualquer

alteracdo na viabilidade destas células (Figura 14).

Ol controle [JFucana & [JFucanaB [ ]Heparina
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FIGURA 14. VIABILIDADE CELULAR DAS CELULAS ENDOTELIAIS EXPOSTAS AOS
POLISSACARIDEOS. Observa-se pelo grafico que o tratmamento das células com Fucana A,Be
Heparina, na concentragdo de 100ug/ml, por periodos de 24, 48 ou 72h nao levou a quaisquer
alteracdes na viabilidade celular, evidenciando a néo citotoxicidade dos compostos.
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Tais resultados sugerem que os polissacarideos exibem um papel protetor
contra o efeito do veneno sobre células endoteliais em cultura, tanto em relacao
ao processo de perda de adesado das células, quanto as alteragdes morfoldgicas
causadas pelo veneno.

4.2. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS CELULAS EXPOSTAS AO VENENO
NA PRESENCA OU AUSENCIA DOS POLISSACARIDEOS

Paludo et al., (2006) evidenciaram as alteragcbes ultraestruturais
induzidas pelo veneno de aranha marrom em células endoteliais em cultura. Entre
os eventos descritos, podemos destacar o arredondamento e retragdo do corpo
celular, a perda de contato entre células vizinhas e visiveis projecdes extensivas
de filopodios.

Assim, buscou-se verificar se tais alteragcbes morfolégicas poderiam ser
minimizadas com o uso dos polissacarideos. Para tanto, as células endoteliais
foram expostas ao veneno por 4 horas. Em alguns grupos, apos as duas primeiras
horas de incubacéo, foi adicionado polissacarideo. Os resultados estdo expressos
nas eletromicrografias observadas na Figura 15.

Nas Figuras 15 A-B observa-se as células que ndo foram expostas para
as toxinas do veneno (controle), mostrando células bem aderidas ao substrato e
espraiadas. A Figura 15 C, que corresponde as células tratadas com o veneno na
auséncia de polissacarideos, permite confirmar as caracteristicas descritas por
Paludo et al., (2006). Nesta eletromicrografia (Figura 15C) também se evidencia
células com morfologia arredondadas e com retracao do corpo celular. Além disto,
h& numerosos filopédios que se projetam da base da célula, o que da a sensagao
de que estao aderidas apenas por estes pontos de contato com a placa. Este
aspecto irregular é bastante caracteristico para este tipo de tratamento, como ja foi

demonstrado previamente por outros autores.
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FIGURA 15. NA PRESENCA DOS POLISSACARIDEOS O VENENO DE L. intemedia PROVOCA
MENOS ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS. (A) Morfologia tipica de uma monocamada de
células endoteliais (em sub-confluéncia). (B) Células controle em maior aumento, evidenciando a
morfologia espraiada e varios processos laterais. (C) Células expostas ao veneno na auséncia de
polissacarideos. A Eletromicrografia a direita mostra aspecto geral em menor aumento, e a
esquerda mostra o detalhe de uma célula em maior aumento, evidenciando uma retragao celular e
presencga de inumeros filopddeos. (D) Células expostas para o veneno na presenca de fucana A
(E), fucana B e heparina (F). Observa-se a direita de cada quadro um maior do nimero de células
aderidas e nas eletromicrografias da esquerda (em maior aumento) um minimizagao das alteracédo
drastica causas pelo veneno (C) na auséncia de polissacarideo.
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O tratamento com o veneno e posterior adicdo dos polissacarideos
sulfatados resultou em um visivel aumento na adesdo celular e uma notavel
protecdo na manutencao da morfologia da célula (Figuras 15 D-E).

Células tratadas com veneno na presenga de fucana A (Figura 15 D), ou
de fucana B (Figura 15 E) ou de heparina (Figura 15 F) apresentaram grandes
diferencas em relacdo ao numero de células aderidas, quando comparadas ao
grupo tratado somente com veneno (Figura 15 C). Além disso, observou-se que a
morfologia das células esta num estado de alteracéo intermediario em relacao ao
grupo tratado com veneno na auséncia de polissacarideo e do grupo controle (n&o
exposto ao veneno). Este dado é sustentado pelo fato de que ocorre uma pequena
perda no espraiamento e aumento da projecao de filopddios, apesar do volume do
corpo celular e da adesédo ao substrato estarem aparentemente preservados.
Assim, os efeitos do veneno sobre a morfologia das células endoteliais parecem
ter sido minimizados na presenca dos polissacarideos.

Os grupos tratados somente com os polissacarideos nao exibiram
qualquer diferenciacdo do grupo controle (CTRL) (dados ndo mostrados).

Até o momento, foi verificada diminuicdo de perda de adeséo, bem como
de alteragdes morfolégicas. Estes resultados reforcam a idéia de que os
polissacarideos sulfatados podem proporcionar minimizacdo da a¢cao do veneno
sobre as células endoteliais.

Sabendo-se que o veneno de aranha marrom possui acdo enzimatica
sobre moléculas da matriz extracelular (VEIGA et al.., 2001a) e, por outro lado,
liga-se a superficie celular (PALUDO et al.., 2006), buscou-se avaliar se a
protecdo oferecida pelos polissacarideos sulfatados é decorrente da interagéao
com as moléculas da matriz extracelular ou pela interagdo diretamente a proteinas

presente no veneno.
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4.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Com o intuito de buscar evidéncias de uma possivel interacdo entre os
polissacarideos e as proteinas presentes no veneno de aranha marrom, estes
compostos foram previamente incubados e entdo submetidos a eletroforese em
gel de agarose, utilizando o tampao Tris-Acetato, o qual fornece uma separagao
eletroforética pela carga liquida dos compostos.

O perfil individual dos polissacarideos pode ser observado na Figura 16
(FucA, FucB e Hep). Como estes compostos sdo anibnicos, migram para o pélo
positivo (porcdo superior do gel). A heparina (Hep) foi o polissacarideo que
apresentou maior migracao eletroforética, o que é justificado por ser altamente
negativa, devido a presenga dos grupamentos carboxilicos dos residuos de acidos
urdnicos e dos grupamentos sulfatos, presentes em diversas posicoes.

Quando se avalia o veneno (VN), verifica-se que ocorre uma migragao
parcial para o pélo positivo e para o negativo, indicando que dentre os seus
componentes, existem compostos que sdo carregados negativamente e outros
positivamente (Figura 16).

Curiosamente, quando o veneno foi incubado com os polissacarideos,
observou-se que houve alteragdo do padrao de migracdo de cada composto, isto
€, tanto o polissacarideo, quanto das proteinas presentes no veneno alteraram
suas mobilidades eletroforéticas. Quando se compara a coloragdo das proteinas
do veneno que nao foram incubadas (VN), com aquelas que foram incubadas com
polissacarideo, nota-se claramente que ha uma alteragcéo tanto da intensidade de
coloragao, quanto do padrdo de migracao, mostrando que houve um arrasto que
acompanha o polissacarideo. Este resultado sugere que toxinas presentes no
veneno podem interagir com os polissacarideos sulfatados testados, pois mostra
que ocorre interagdo entre as proteinas do veneno, possivelmente entre os seus
residuos de aminoacidos positivos e os grupamentos carboxilicos ou sulfatos,

presentes nos polissacarideos.
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FIGURA 16. INTERAGCAO ENTRE PROTEINAS PRESENTES NO VENENO DE ARANHA
MARROM E OS DIFERENTES POLISSACARIDEOS SULFATADOS TESTADOS. Os
polissacarideos foram incubados com veneno por uma hora. Posteriormente, amostras separadas
(ndo incubadas) ou provenientes da incubagdo foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose, tampéao Tris-Acetato pH 8,0. Assim, FucA, FucB, Hep e VN representam o perfil
eletroforético de fucana A, fucana B, heparina e Veneno, respectivamente. Observa-se que 0s
polissacarideos migram para o pélo negativo. Ja as toxinas presentes no veneno, mostram parte
que migraram para o pélo positivo e outra parte para o p6lo negativo. As toxinas que foram
incubadas com polissacarideos (FucA VN, FucB VN e Hep VN) mostram altera¢do da migragéo e
intensidade de coloracdo. Padrao - foi utilizado uma mistura contendo 5ug de heparam sulfato
(HS), dermatam sulfato (DS) e de condroitim sulfato (CS), sendo que estes dois Ultimos migram
juntamente (CS/DS). O gel foi duplamente corado, para proteina com Negro de amigo e para
acucar com azul de toluidina.

Assim o proximo passo foi verificar se a interagdo pode ser responsavel

pelo papel protetor dos polissacarideos.
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4.4. ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO

PALUDO et al.., (2006), utilizando anticorpos policlonais, foram capazes
de demonstrar por citometria de fluxo que as toxinas do veneno interagem com a
superficie das células endoteliais. Assim, buscou-se investigar se o0s
polissacarideos sdo capazes de alterar esta interacdo observada por estes
autores. Para tanto as células foram expostas para o veneno, na presenca dos
polissacarideos. De forma similar a realizada por Paludo et al.. (2006) a interagéao
das toxinas loxoscélicas foi detectada com o uso de anticorpo especifico e andlise
em por citometria de fluxo. Os resultados estéo ilustrados na Figura 17.

O histograma A (Figura 17) mostra que as células ndo tratadas com
veneno exibem fluorescéncia basal, indicada pelo histograma cinza. No mesmo
histograma, observa-se a marcacao de células que foram incubadas com veneno
e posteriormente tratadas com anticorpos anti-veneno e revelados com anticorpo
secundéario conjugado com marcador fluorescente. Evidencia-se um pico de
fluorescéncia ao redor de 103, indicando a marcagao do veneno sobre a superficie
celular.

J& no histograma B, a marcagdo em preto evidencia as células que foram
incubadas com veneno na presencga de fucana A. Esta marcacao tem seu pico
entre 102 e 10° na escala de intensidade de fluorescéncia. Quando comparada
aquela obtida na auséncia de polissacarideo (Figura 17 A) verifica-se que ha um
deslocamento para a esquerda, indicando que houve uma menor ligacdo do
veneno com a superficie da célula endotelial.

Resultado semelhante foi obtido quando o veneno foi incubado na
presenca de Fucana B (Figura 17 C). A heparina também proporcionou uma
menor ligacdo do veneno com a superficie celular (dados ndo mostrados). Estes
dados sugerem que os polissacarideos minimizam a ligagcdo do veneno com a
superficie celular, fato que poderia ser em decorréncia de sua interagao direta com

as toxinas loxoscélica, a qual ja foi evidenciada anteriormente (Figura 16)
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FIGURA 17. DESLOCAMENTO DA MARCAGCAO DE VENENO DA SUPERFICIE DAS CELULAS
ENDOTELIAIS, QUANDO EM PRESENGA DE POLISSACARIDEO. Os histogramas evidenciam a
marcacao de veneno na superficie das células. No histograma A verifica-se a marcac¢ao de células
controle (cinza) e células incubadas com veneno por 1 hora (preto). O histograma B indica a
marcacao de células controle (cinza) e células incubadas por 1 hora com veneno na presenga de
fucana A. A fucana B também é capaz de minimizar a ligagdo do veneno com as células
endoteliais, como pode ser observado em C. Note que a marcagao obtida para o veneno, tanto na
presencga de fucana A, quanto B (pico em preto), estdo deslocadas para esquerda, em comparagao
a ligagcao do veneno na auséncia de polissacarideos (A).

No entanto, este deslocamento nao foi tdo significativo, portanto, poderia
ndo ser a unica forma de perturbagdo que os polissacarideos estdo promovendo
na acao do veneno em descolar as células. Assim, o proximo passo foi investigar
se pode ocorre protegao da degradacao de componentes da matriz extracelular.

45. POLISSACARIDEOS PROTEGEM A DEGRADACAO DA MATRIZ
EXTRACEULAR CAUSADA PELO VENENO

Conforme apresentado anteriormente, o veneno de L. intemedia cliva
proteinas da matriz extracelular, em especial a entactina e a fibronectina. Assim,
buscou-se avaliar se os polissacarideos poderiam promover uma inibicdo deste
efeito proteolitico. Sabidamente, a molécula de fibronectina possui diversos
dominios de ligacdo, dentre eles, para receptores celulares (integrinas), para
coldgeno e para a heparina. Este fato nos levou a investigar se esta molécula

poderia ser protegida.
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451. A D,EGRADA(;AO DE FIBRONECTINA PLASMATICA CAUSADA PELO
VENENO E MINIMIZADA PELOS POLISSACARIDEOS

A fibronectina pode ser encontrada em forma fibrilar, no caso da matriz
extracelular ou em forma sollvel, presente no plasma, que participa de processos
de coagulagdo sanglinea, cicatrizacdo, entre outros. Inicialmente buscou-se
avaliar se ha papel protetor contra o efeito fibronectinolitico do veneno utilizando
como modelo, fibronectina plasmatica.

Para tanto, a fibronectina purificada de plasma humano foi previamente
incubada ou ndo (controle) com veneno na presengca ou auséncia dos
polissacarideos por 2 horas. Apbés a incubacdo, o material foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) sob condi¢ées redutoras. Apds a
coloragdo com Azul de Coomassie, foi possivel identificar o perfil eletroforético da
molécula de fibronectina (FN), a qual mostra duas cadeias que migram juntamente
(Figura 18).

Apo6s exposicdo ao veneno (VN), verificou-se que a fibronectina foi
degradada, mostrando bandas que foram evidenciadas no gel e possuem massa
molecular aparente inferiores a banda original (220 kDa). Isto confirma o efeito
fioronectinolitico do veneno.

Quando a fibronectina foi incubada com veneno na presenca dos
polissacarideos (VN+FucA, VN+FucB e VN+Hep) fica evidente que promovem
uma inibicdo do efeito fibronectinolitico, com a diminuicdo na quantidade e na
intensidade de bandas formadas (Figura 18 A). A intensidade destas bandas
foram analisadas por densitometria, onde um software converte em escala
numeérica a intensidade de pixels de uma éarea (dpi — dots per inch — pontos por
polegada). A analise foi realizada nas duas bandas que foram formadas apés a
degradacgéao do veneno (Figura 18 B e C).
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FIGURA 18. POLISSACARIDEOS INIBEM O EFEITO FIBRONECTINOLITICO DO VENENO. A -
Fibronectina purificada foi incubada com o veneno na presencga ou auséncia dos polissacarideos
por 2 horas e entdo, cada amostra foi submetida a SDS-PAGE em condi¢des redutoras. As setas
indicam bandas que sdo produtos de degradacao da fibronectina incubada com veneno. B - A
intensidade das bandas formadas apds a degradacdao com o veneno, foram quantificadas
utilizando um software que realizou a densitometria. Ao final da quantificagdo foi comparada com
aquela proveniente da banda observada ap6s o tratamento com o0 veneno na auséncia de
polissacarideo.
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Quando foi avaliada a primeira banda das amostras provenientes da
incubacgéao da fibronectina com o veneno na presenca dos polissacarideos e estas
foram comparadas com aquela na auséncia, verifica-se que de fato ha uma nitida
reducéo da banda formada (Figura 18 B).

A Figura 18 C revela a intensidade da segunda banda de degradagédo em
cada incubacéo. Os resultados obtidos sdo similares ao anterior, sendo que a
formacdo deste produto de degradacdo € quase inexistente para os grupos
incubados com veneno na presencga de polissacarideos.

Nenhuma alteragdo foi observada quando a fibronectina foi incubada
somente com os polissacarideos (FucA, FucB e Hep) (dados nao mostrados).

Os resultados mostram que, quando a fibronectina foi incubada com veneno
na presenca de polissacarideos (FucA+VN, FucB+VN e Hep+VN), evidencia-se
uma grande diminuicdo dos produtos formados, conseqlientemente, indicando
uma menor atividade das toxinas do veneno sobre a fibronectina.

Assim, este resultado que mostra que os polissacarideos sulfatados podem
evitar, ou ao menos retardar a degradacao de moléculas de matriz, o que chama a
atencdo como possivel mediador do mecanismo de protecdo observado nas
células endoteliais tratadas com veneno na presenca de polissacarideos. Para
comprovar esta hipotese foram realizados ensaios de adeséo celular, sobre a
molécula de fibronectina.

4.5.2. POLISSACARIDEOS MANTEM O PADRAO DE ADESAO CELULAR A
FIBRONECTINA

Buscando avaliar se as células sdo capazes de aderirem a molécula de
fioronectina tratada com o veneno, foi realizado ensaio de adesdo. Para tanto
placas de cultura foram previamente sensibilizadas para a ligacao de fibronectina.
Apés a sensibilizagdo, as placas foram tratadas ou nao (controle) com o veneno
na auséncia ou presencas dos polissacarideos sulfatados por duas horas. Apds o
periodo de incubagdo, as células endoteliais foram plaqueadas e entédo

submetidas a adesao por duas horas. Os resultados estéo ilustrados na Figura 19.
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A Figura 19A mostra que, um grande numero de células aderiram a
fioronectina que nao foi degradada pelo veneno. Ja a Figura 19 B esta de acordo
com o observado na Figura 18, tendo em vista que em duas horas de incubacao
houve uma degradacgéo parcial da quantidade de fibronectina. Desta forma, houve
uma menor quantidade de célula aderida.

Quando o “coat” de fibronectina foi exposto para as toxinas do veneno na
presenca de polissacarideos, observou-se que houve uma nitida diferengca em
relacdo a quantidade de células que foram capazes de aderirem (Figuras 19 F-H),
comparando-se aquelas que aderiram na placa tratada somente com veneno
(Figura 19 E).

Como controle experimental, as células foram submetidas a ades&o sobre
um “coat” de albumina (BSA) (Figura 19 I).

A adeséao observada na Figura 14 foi também mensurada conforme descrito
em Materiais e Métodos. Pocos sensibilizados com fibronectina que néo
receberam tratamento foram usados como controle positivo e normalizados para
100% de adesado celular. Pogos sensibilizados com albumina de soro bovino
(BSA) foram adotados como controle negativo, sendo normalizadas para 0% de

adesdo. Os resultados podem ser observados na Figura 20.
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FIGURA 19. ADESAO DAS CELULAS ENDOTELIAIS SOBRE “COAT” DE FIBRONECTINA.
Pogos de multiwell foram sensibilizados para a ligagéo da fibronectina. A seguir foram tratados ou
ndo (A-controle) com veneno loxoscélico na presenga ou auséncia de polissacarideos por duas
horas. A seguir, as células foram plaqueadas e mantidas por 2 horas a 37°C em 5% de CO,. Ao
final da incubagéo, os pogos foram lavados e as células foram fixadas e entdo submetidas a
coloragao com cristal violeta. A seguir, as células aderidas foram fotografadas em microscopio

invertido com contraste de fase. Barra = 60um
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FIGURA 20. ENSAIO DE ADESAO SOBRE MATRIZ DE FIBRONECTINA EXPOSTA AO VENENO
NA PRESENCA OU AUSENCIA DOS POLISSACARIDEOS. Pocos de multiwell foram
sensibilizados para a ligagdo da fibronectina. A seguir foram tratados ou ndo com veneno
loxoscélico na presenga ou auséncia de polissacarideos por duas horas. A seguir, as células foram
plagueadas e mantidas por 2 horas a 37°C em 5% de CO.. Ao final da incubagéo, os pogos foram
lavados e as células foram fixadas e entdo submetidas a coloragdo com cristal violeta. O
Posteriormente, o corante foi eluido com citrato de sédio e o eluato foi submetido & leitura da
absorbéancia, sendo considerado 100% a leitura proveniente das células aderidas sobre a nédo
tratada com veneno e 0% de adesao sobre 0s pogos sensibilizados com albumina (BSA). Note que
0 “coat” de fibronectina exposto ao veneno (FN+VN) mostra diminuicdo na adesao de células,
enquanto que aquele exposto ao veneno na presencga dos polissacarideos (FN+VN+ FucA, or
FucB or Hep) mostraram em todos os casos aumento na porcentagem de adesdo celular,
comparado ao veneno. O tratamento da matriz de fibronectina com os polissacarideos apenas,
também mostrou uma diminuigdo no nimero de células aderentes.
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Assim, o grupo controle (FN) exibe 100% de adesao (ou 0% de inibigdo de
adesdo) sobre a matriz de fibronectina. Sabendo-se que as células endoteliais
secretam grandes quantidades de fibronectina, logo este seria um modelo ideal
para a condugao deste ensaio: as células aderem facilmente sobre a molécula de
matriz, além de que este substrato € passivel de degradacédo para toxinas do
veneno. Pelo grupo controle, percebe-se que realmente, as células aderem
preferencialmente sobre a fibronecta intacta.

Quando os pog¢os foram incubados com albumina (BSA) observa-se uma
inversao, sendo este um substrato pelo qual as células ndo possuem receptores
especificos para adesdo. Sendo assim, foi obtido 0% de adesdo (ou 100% de
inibicdo de adeséo).

A matriz de fibronectina que foi exposta ao veneno (FN+VN) mostra uma
diminuicdo na adesado celular a quase 30%, corroborando o fato de que
provavelmente esta molécula tenha sido mesmo degradada e, portanto, sobrando
menos substrato para adesdo das células endoteliais. Quando este “coat” foi
tratado com o veneno na presenca dos polissacarideos, observou-se uma
diferenga nos valores de inibicdo de adeséao, sendo reduzido para valores ao redor
a 5%, 10% e 20%, para fucana A, fucana B e heparina, respectivamente.

Tendo em vista que a fibronectina possui descrito na literatura sitios de
interacdo para a heparina, era prevista que houvesse uma inibicdo da adeséao das
células quando esta molécula foi incubada com o “coat”. Curiosamente 0 mesmo
ocorreu com os outros polissacarideos testados (fucana A e fucana B), mostrando

que a interagédo pode ser eletrostatica.

4.5.3. POLISSACARIDEOS PODEM PROMOVER A PROTECAO DA CLIVAGEM
DA FIBRONECTINA PRODUZIDA PELAS CELULAS

Estudos preliminares conduzidos por Paludo et al.., (2006) mostraram que
as células endoteliais sintetizam e organizam altos niveis de fibronectina na matriz
extracelular. Ainda, foram capazes de mostrar que este componente da matriz

extracelular é degradado pelas toxinas do veneno.
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Devido ao fato de que os polissacarideos podem impedir o efeito
fiboronectinolitico do veneno em fibronectina plasmatica, o estudo foi realizado,
porém, visando as moléculas secretadas e organizadas pelas préprias células
endoteliais.

Assim, as células foram tratadas ou ndo (controle) com veneno por 2 horas,
na presenca ou auséncia de polissacarideos. A deteccdo da fibronectina foi
realizada com o uso de anticorpo especifico e revelagdo com anticorpo secundario
conjugado com marcador fluorescente em verde (Figura 21).

O grupo controle apresentou um alto nivel de marcagédo de fibronectina,
confirmado que a células endoteliais sintetiza e secreta sob condicbes normais
(Figura 21 A). O tratamento com o veneno, como era de se esperar, reduziu
drasticamente o aspecto fibrilar e organizado da matriz de fibronectina (Figura 21
E).

J& quando o veneno foi exposto na presenca dos polissacarideos (Figura
21 F-H), os niveis de fibronectina foram similares ao observado para as células
nao tratadas com veneno (controle).

Grupos incubados somente com os polissacarideos (Figura 21 B-D)

mantiveram o mesmo aspecto do grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Acidentes envolvendo aranhas marrons (Loxosceles) tém como principal
caracteristica a conhecida lesdo dermonecrotica na pele e o espalhamento
gravitacional. Menos comumente, o veneno provoca também efeitos sistémicos,
tais como coagulacdo disseminada intravascular, hemdlise, falha renal e aumento
da permeabilidade da parede dos vasos sanguineos (FUTRELL, 1992; DA SILVA
et al., 2004).

Até o presente, um numero de enzimas e moléculas biologicamente ativas
que poderiam contribuir para os efeitos deletérios do veneno de L. Intermedia
foram identificados e bioquimicamente caracterizados. Nestes, inclui a fosfolipase
D, um membro da familia de proteinas na faixa de 32-35 kDa (apresenta relagoes
evidenciadas com lesbes necréticas, agregagcdo plaquetdria e hemodlise)
(FUTRELL, 1992; DA SILVA et al., 2004; APPEL et al., 2008) e metaloproteases
de 32-35 kDa e de 20-28 kDa. Estas enzimas tém papel fundamental em
hemorragia, acao deletéria em vasos sanguineos e problemas de cicatrizagéo,
como observado em alguns casos (FEITOSA et al.,, 1998; DA SILVEIRA et al.,
2002). Atividade das hialuronidades, descritas como enzimas de 33 e 66 kDa,
foram associadas com espalhamento gravitacional das lesdes de pele (YOUNG;
PINCUS, 2001; VEIGA et al., 2001b, DA SILVA et al., 2004). Além disso, serino
proteases, lipases e fosfatases alcalinas foram também descritas (FUTRELL,
1992; DA SILVA et al., 2004).

Em estudos in vivo, com coelhos tratados com veneno por injecao
intradermica, verificou-se que este age sobre o endotélio, causando instabilidade
vascular e vacuolizagao citoplasmatica das células endoteliais. Além do fato de
que o tratamento de células endoteliais de coelho em cultura levou a perda de
adeséo das células ao substrato (VEIGA et al., 2001a).

Até aquela ocasido, acreditava-se que as células endoteliais que se soltam
estavam mortas. No entanto, Veiga et al., (2001a) foram os pioneiros a comprovar
que as células soltas, quando lavadas e recolocadas em cultura, com um meio

livre de veneno, eram capazes de readerirem, mostrando claramente que o
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veneno ndao matava as células endoteliais diretamente, mas agia na matriz
extracelular. Em diversos outros modelos de estudo, como células renais (MDCK),
ja foi demonstrado que o veneno age diminuindo a viabilidade celular, de forma
tempo de dose dependentes (KUSMA et al., 2008).

Somente agora que o nosso grupo foi capaz de responder o por qué que
as células endoteliais ndo sofrem acao direta do veneno. Utilizando modelo celular
desprovido de glicosaminoglicano fomos capazes de demonstrar que o veneno
age muito mais rapido soltando as células o que sugeria que estes compostos
podem proteger as células. Assim, utilizando células endoteliais que expressam
menos proteoglicano de heparam sulfato conseguimos mostrar que é este
composto que impede a acao direta do veneno. Sabendo-se que as cadeias de
heparam sulfato deste proteoglicano € rico em dissacarideos trissulfatados,
contendo &cido idurbnico 2-O-sulfatado, que € caracteristico da molécula de
heparina, sugere que polissacarideos sulfatados podem atuar inibindo a agao do
veneno sobre as células endoteliais (NOWATZKI, 2009 — manuscrito em
elaboracéo).

Assim, na busca de compostos que podem possuir atividade inibitéria sobre
a acao do veneno nas células endoteliais investigamos a possibilidade de
heparina e fucanas atuarem neste sentido. Nossa suposi¢cao baseava-se na idéia
de que o efeito deletério do veneno nas células endoteliais esta na atividade
proteolitica sobre componentes da matriz extracelular.

Neste sentido, Boucas et al, (2008) utilizando “probes” de
glicosaminoglicanos, conjugados com biotina, foram capazes de mostrar que
heparina, heparam sulfato e dermatam sulfato ligam-se a matriz extracelular das
células endoteliais e sub-endoteliais (musculares lisas). Trindade et al., (2008)
utilizando heparina conjugada tanto com biotina, quanto com marcadores
fluorescentes, demonstraram que a ligagdo com a matriz extracelular possui uma
constante de dissociagcao aparente (Kp) na ordem de 44 nM, indicando que trata-
se de uma forte ligacdo. Ainda, foram capazes de mostrar que fibronectina
compartilha da ligagdo com a heparina, o que é particularmente interessante pois

o Kp obtido para ligagdo a matriz extracelular foi muito préxima aquele
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estabelecido para a ligacdo a fibronectina in vitro (TARSIO et al, 1987).
Recentemente Medeiros (2008) demonstrou que fucana A também é capaz de
ligar a matriz extracelular das células endoteliais, sendo tal ligagdo também
compartilhada com a fibronectina (MEDEIROS, 2008).

Assim, escolhemos testar glicosaminoglicanos e fucanas (A e B) para
avaliar se podem inibir a acdo do veneno sobre as células endoteliais. Os dados
preliminares mostraram que dentre os glicosaminoglicanos testados, a heparina foi
a mais efetiva em inibir a desadesdo celular causada pelo veneno. Esta
propriedade foi seguida pelo dermatam sulfato em menor intensidade. O condrotim
sultato ndo apresentou efeito protetor (dados ndo mostrados). Estes dados estao
de acordo com a intensidade de ligagdo destes glicosaminoglicanos sobre a matriz
extracelular das células endotelias, conforme observado por Bougas et al., (2008),
0s quais mostraram que o condroitim sulfato ndo liga na matriz extracelular. Isto
poderia supor que, apesar de serem carregados negativamente e, por mais que a
ligacdo na matriz seja eletrostética, ainda sim deve haver preferéncia para ligagéo,
devido a conformacgéo espacial das cargas negativas para poderem interagir com
a cadeia lateral de residuos de aminoacidos béasicos, dos componentes da matriz
extracelular.

Quando avaliada a atividade de fucanas (A e B) sobre a acdo do veneno,
foi observado que ambas inibem a desadeséo causada pelas toxinas loxoscélicas,
de forma similar a heparina (Figuras 12 e 13).

Aléem da desadesédo, outro efeito bastante caracteristico do tratamento de
células endoteliais com veneno de aranha marrom é a alteragdo na morfologia.
Paludo et al., (2006) observaram alteragdes ultra-estruturais importantes, como o
surgimento de projecdes de filopoddios por toda a extensédo da célula, que também
passa a apresentar um corpo celular arredondado e retraido. O tratamento com os
polissacarideos, das células endoteliais que foram previamente expostas ao
veneno, foi suficiente para confirmar o efeito protetor destes compostos sobre a
morfologia celular.

Como pode ser observado na Figura 15, a adicdo de polissacarideo tornou

possivel a manutengdo do espraiamento e do volume celular, apresentando
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caracteristicas muito parecidas com as células do grupo controle. No entanto,
essas células apresentam um estado intermediario, quando comparado as células
expostas ao veneno, com as nao expostas (controle) (Figura 15). Este resultado
pode ser explicado pelo fato de que o polissacarideo foram adicionados somente
depois de duas horas de que as células ja estavam expostas ao veneno. Assim,
estas alteragdes ja poderiam ter sido desencadeadas pelo veneno, quando os
polissacarideos foram apresentados. No entanto, esta estratégia foi adotada para
simular o que pode ocorrer com a administracdo de um farmaco, o que somente
seria utilizado ap6s a ocorréncia do acidente (picada da aranha marrom).

O mecanismo de protecao que os polissacarideos oferecem foi investigado.
Sabendo-se que a heparina é capaz de se ligar a varias proteinas da matriz
extracelular como fibronectina (YAMADA, 1983; WIERZBICKA-PATYNOWSKI;
SCHWARZBAUER, 2003), vitronectina (HAYMAN et al., 1983; UNDERWOOD et
al., 2002), laminina (SAKASHITA et al, 1980; SASAKI et al, 2004),
trombospondina (BERGE et al., 1999), colagenos tipo I, Ill and V (DELACOUX et
al., 1998) e tenascina (LANE, 1989; JANG et al., 2004), cujas interagdes séao,
geralmente, de natureza eletrostatica (KJELLEN; LINDAHL, 1991; LINDAHL et al.,
1994; SAMPAIO et al., 2006) e, por outro lado, sabendo-se que dentre as diversas
moléculas da matriz extracelular testadas, o veneno foi capaz de degradar a
fioronectina isolada (VEIGA et al,, 2001b) ou produzida pelas células endoteliais
(PALUDO et al., 2006), buscamos avaliar se 0os compostos testados poderiam
proteger a degradacéo da fibronectina.

A avaliacdo sobre a acdo do veneno na degradacdo da fibronectina
plasmatica mostrou que os polissacarideos minimizaram esta degradacgao (Figura
18. Este resultado pode ser explicado pelo fato que esta molécula possui sitio de

interacdo para a heparina (Figura 22).
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FIGURA 22. MOLECULA DE FIBRONECTINA, SEUS DOMINIOS E SiTIOS DE

INTERACAO. A molécula de fibronectina constitui-se em um dimero formado por duas grandes
subunidades de 220 kDa, unidas por pontes dissulfidricas, proximas da regido carboxi-terminal.
Possui multiplos dominios, conferindo a esta proteina a capacidade de ligar diversas moléculas
(como heparina, fibrina, colageno) ou a célula (sitio RGD — formado pela sequéncia Arg-Gly-Asp).
Note a proximidade do sitio de ligagao a célula e do sitio de ligagdo a heparina. Destacados pelos
retangulos tracejado estao os sitios/dominio de ligagcado a heparina de cada cadeia. Fonte: WILLEY
J; SONS, 1999.

Buscando comprovar se a protecdo observada para a fibronectina poderia
de fato refletir na protecdo da desadesao das células, inicialmente foi avaliado a
adeséo celular sobre a molécula de fibronectina tratada com veneno, na auséncia
ou na presenga dos polissacarideos.

Os resultados mostraram claramente que, quando a matriz de fibronectina é
previamente tratada com veneno, ocorre uma diminuicdo do numero de células
aderidas. Novamente, os polissacarideos testados mostraram minimizar este
efeito (Figura 19 e 20). Um dado curioso foi verificado na adesdo das células a
molécula de Fibronectina que foi exposta aos polissacarideos na auséncia de
veneno. Neste caso, houve uma significativa inibicdo da adesao celular (Figura 19
e 20). Este resultado deve-se ao fato de que a fibronectina apresenta diferentes
sitios de ligacao para a heparina, sendo que um deles estd muito proximo do sitio

de ligacao a células (via tripeptidio RGD — arginina, glicina e acido aspartico)
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(Figura 22). Assim, quando o polissacarideo interage com este sitio, dado o
tamanho da molécula do carboidrato, pode impedir que as células reconhegcam o
sitio de interacdo RGD.

Como discutido anteriormente, o veneno também age sobre a fibronectina
produzida pelas células. Assim, o prdéximo passo foi avaliar se polissacarideos
poderiam proteger a fibronectina endégena da degradagao do veneno. Os dados
mostraram que, de fato, os polissacarideos testados s&o potentes inibidores da
acao proteolitica do veneno sobre a matriz de fibronectina.

Assim, os dados mostraram que fucanas (A e B) e heparina podem
minimizar a degradagcdo da fibronectina, tanto em solugdo, quanto aquela
produzida pelas células endoteliais. Como existe sitio de interagcdo para a heparina
e, considerando que fucanas, por serem polidnios, podem se comportarem como
“heparin-like”, estas também devem ligar nos sitios de interacdo para a heparina,
conforme mostrado em ensaios “in situ” por Medeiros (2008). Desta forma, estes
compostos podem proteger a fibronectina da acédo proteolitica causada pelo
veneno de L. intermedia.

A degradagdo de fibronectina é decorrente da acdo de metaloprotease
presentes no veneno, como mostrado por Feitosa et al., (1999), utilizando veneno
total obtido por eletrochoque. Este dado foi confirmado por da Silveira et al.,
(2002) utilizando extratos da glandula de L. intermedia e L. laeta, para evitar a
critica de possiveis contaminantes regurgitados pela aranha no momento do
choque elétrico.

Recentemente da Silveira et al., (2007) por expressao heterdloga, clonaram
a partr do cDNA da biblioteca obtida da glandula de L. intermedia, uma
metaloprotease semelhante a astacina (LALP — Loxosceles astacin-like protease)
a qual possui dentre outras propriedades, atividade proteolitica sobre a
fioronectina e a capacidade de soltar as células endoteliais da placa de cultura, de
forma semelhantes aquelas atividades observadas pelo veneno total de L.
intermedia.

Quando avaliado a sequiéncia de residuos de aa desta proteina observa-se

que aproximadamente 20% sao bésicos (apresentando 15 Lisinas, 15 argininas e
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7 histidinas) (Figura 23C), os quais poderiam servir de sitio de interacdo
eletrostatica com os polissacarideos, uma vez que estes sédo polianios.

O mais interessante € que esta enzima pertence a uma familia de proteinas
conhecidas por Astacinas, as quais tém como assinaturas principal o sitio ativo
formado por um dominio que liga zinco, contendo *HEXXHXXGFXHE (His92—
Glu103) (BOND; BOYNON, 1995; DA SILVEIRA et al., 2007), que esté inserido
em uma regido alfa-hélice (Figura 23A) e uma dobra contendo "/MXY (M-
metionina; Y-Tiroxina; X- geralmente é Histidina, mas LALP possui L-Leucina),
conhecida como volta de metionina. Assim, nesta regido a proteina faz uma volta
e a cadeia lateral deste residuo de tirosina (Y) se aproxima do sitio ativo, atuando
na estabilizagdo da ligacédo ao zinco (Figura 23B) (BOND; BOYNON, 1995).

Conforme descrito por Cardin e Waintraub (1989), ap6s examinarem uma
série de seqUéncias de ligagdo para a heparina, propuseram dois sitios
“consensus” de ligacdo: XBBXBX e XBBBXXBX, onde B representa um residuo de
aminoacido basico e X um residuo neutro ou hidrofdbico.

Assim, comparando o primeiro sitio “consensus” definido por Cardin e
Waintraub (1989) (XBBXBX) com a sequéncia de aa de LALP definida por da
Silveira et al., (2007), verifica-se que proximo a volta de metionina, dista 8
residuos de aminoacidos, existe uma sequéncia com esta caracteristica
(TRKFKT). Desta forma, os polissacarideos poderiam ligar nesta regido e,
ocasionar uma pertubagdo na enzima que poderia ou levar a uma mudanca
conformacional e/ou impedir estericamente a interagdo com o substrato,
resultando na diminuicdo da atividade sobre a clivagem de fibronectina e,
consequentemente da matriz extracelular e menor liberagdo das células

endoteliais.
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TCIKFRRRTN  EADYVNIRVG
SRADRD EFLIJKENI
EPVEP GLPMKSVIQK

NAVEYDQQLW PNGEIVYEIS PGLRQYEQI REAMRTYEDN
DRCYSRVGKS FRGGPQPLSL GRGCTDFGTI

Figura 23. LALP, UMA METALOPROTEASE DA FAMILIA DAS ASTACINAS. A
Figura acima ilustra um modelo da conformagé&o protéica de uma Astacina (A). Observe que o sitio
ativo esta entre uma regido alfa-hélice onde interage com o zinco (estrutura representada em lilas).
Em B esta ilustrado o sitio ativo da enzima, onde ha a participagéo da tirosina (Tyr-149) a qual
pertence a volta de metionina (destacado em C com um retdngulo com tragos descontinuos em
r6seo), a qual participa da establizagcao do zinco. Em C esta a seqliéncia do residuos de aa de
LALP. Observe que os aa positivos estdo destacados coloridos (R — arginina; [l — histidina e K —
lisina). Note que o sitio ativo estd delimitado por um retdngulo com trago preto e continuo. A
seqUéncia TRKFKT (destacada com o retangulo tracejado em azul) € uma regido caracteristica de
ligagdo com a heparina. Fonte A e B — adaptados de BOND E BOYNON, 1995; C — DA SILVEIRA
etal, 2007.

O dado que suporta que ocorre interacdo de polissacarideo e membros da
familia das Astacinas, esta no trabalho realizado por Tsai et al, (2004) que
purificaram a Nefrosina (uma enzima também da familia das Astacinas) utilizando

a cromatografia de afinidade a heparina. Estes autores exploraram esta
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possibilidade tento em vista que a proteina apresentava regides ricas em aa
positivos (TSAI et al., 2004).

Nossos resultados utilizando a incubagdo de heparina ou fucanas com o
veneno, e posterior avaliacdo em eletroforese, mostraram que existe interagcéao
entre toxinas loxoscélicas (Figura 16). No entanto, como utilizamos somente o
veneno total ndo é possivel afimar que a interagdo foi somente com
metaloprotease (LALP).

Outros autores também ja mostraram que polissacarideos sulfatados, em
especial heparina e fucoidam, por serem polianios, podem inibir a agao de toxinas
presentes em veneno de animais peconhentos. Neste sentido, destacam-se os
trabalho com veneno de cobra e uso de heparina, desenvolvido por MELO et al.,
(1993), LOMONTE et al, (1994), TJONG et al., (2007) ou uso de fucoidam,
realizados por AZOFEIFA et al., (2008) e ANGULO e LOMONTE, (2008). Ainda,
diversos trabalhos mostram que a acao inibitéria destes polissacarideos séo
decorrentes da inibicao de fosfolipases presentes no veneno (LOMONTE et al.,
1994; AZOFEIFA et al., 2008; ANGULOA; LOMONTEA, 2008).

Estes dados reforcam nossos achados que heparina e fucanas interagem
com toxinas do veneno (Figura 16). Assim, apesar de ja existirem estudos que
mostraram uso de polissacarideo sulfatado como inibidor da acdo de veneno, esta
€ a primeira vez que foi demonstrado que heparina e fucanas pode minimizar a
acao do veneno de L. intermedia e aponta para a inibicdo da atividade da
metaloprotease, pela interacdo com a enzima e/ou com o substrato. Trabalhos
adicionais devem ser realizados para identificar se os polissacarideos atuam como
inibidor direto da enzima ou como protetor do substrato, ou ocorre a sobreposi¢ao
de ambas atividades.

Finalmente, existem varias propostas para tratamento do loxoscelismo,
destacando-se o uso de corticosterdéides e/ou soro anti-veneno, porém nao existe
um critério unanime em relagdo a melhor medida terapéutica (KING JR., 1985;
REES et al.,, 1985; PAULI et al., 2006). Assim, o presente trabalho, com a
constatacao de que polissacarideos sulfatados podem minimizar os efeitos de
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enzimas do veneno de aranha marrom em células endotelias, abrem grandes
possibilidades para 0 uso “in vivo”.

Ainda, nos testes de viabilidade celular (Figura 14), verificou-se que a
heparina e as fucanas ndo possuem efeito citotéxico sobre células endoteliais.
Este dado é muito importante, pois isenta estes polissacarideos de qualquer agcéao
citotdxica, sendo esta, uma importante caracteristica de qualquer farmaco. Como
a heparina € um produto disponivel comercialmente ha muito anos, e as fucanas,
extraidas de algas, sdo livres de contaminantes de origem animal, assim mais
trabalhos envolvendo agora o modelo “in vivo” sdo necessérios para avaliar a
possibilidade de utilizagdo destes compostos como possiveis farmacos para inibir

os efeitos deletérios causados pelo veneno de L. intermedia.
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6. CONCLUSOES

Com base em todos os resultados apresentados, podemos concluir que
polissacarideos sulfatados exibe um poder protetor sobre a agdo do veneno de L.
intermedia em células endoteliais. Esta protecao foi observada tanto minimizando
a perda de adeséao, quanto as alteragdes morfolégicas e ultra-estruturais, eventos
caracteristicos ap6s o tratamento com veneno.

Os dados mostraram que ocorre interacdo entre proteinas do veneno
loxoscélico e o0s polissacarideos. Esta interagdo deve ser de natureza
eletrostética, proveniente das cargas negativas dos polissacarideos testados e de
residuos de aminoacidos positivos.

Apesar de ser evidenciado que os polissacarideos causaram uma
diminuicdo da ligacdo do veneno a superficie da célula endotelial, os dados
sugerem que a protecdo proporcionada por estes compostos esta relacionada a
matriz extracelular, em especial a molécula de fibronectina. Os resultados
mostram claramente que a fibronectina é protegida do efeito proteolitio do veneno,
tanto em solugdo, quanto a organizada pelas células em matriz extracelular.

Como existem sitios de interacdo para heparina tanto na fibronectina,
quanto na metaloprotease presente no veneno, os dados sugerem que a inibicao
ao efeito proteolitico, pode ser em decorréncia da protecdo ao substrato ou pela
inibicdo direta da atividade enzimatica.

Ainda, o conjunto de resultado, juntamente com a informacdo de que
polissacarideos testados ndo apresentam toxicidade celular, sugerem que
heparina e fucanas podem ser possiveis farmacos de escolha para atuar na
inibicdo dos efeitos deletérios, desencadeados pelo veneno de L. intermedia.

Trabalhos adicionais deve ser conduzidos para confirmar esta hipéteses.
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