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“ Toda boa dadiva e todo dom perfeito vém do céu, vém de Deus, o Criador
das luzes do céu, em guem nao pode existir variacao ou sombra de mudanga.
Pois, segundo o seu querer, ele nos gerou pela palavra da verdade, para que
fossemos como que primicias das suas criaturas.” Tiago 1: 17-18
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RESUMO

Acidentes envolvendo aranhas do género Loxosceles spp (aranhas marrons) sdo
considerados de grande importdncia médica, constituindo um problema de salde
publica, principalmente no Estado do Parana. O quadro clinico que caracteriza o
loxoscelismo é a lesdo dermonecrética no local da picada, podendo evoluir para efeitos
sistémicos, incluindo hemorragia, hemolise, agregacao plaquetaria e insuficiéncia renal
aguda (IRA). O estudo das consequéncias hemorragicas induzidas pelas toxinas do
veneno de Loxosceles intermedia tem demonstrado que células endoteliais em cultura
expostas a esse, apresentam profundas alteracdes morfolégicas com perda da
adesividade da célula ao substrato. Além disso, foi demonstrado a ligagdo do veneno
sobre a célula e uma agdc sobre a matriz extracelular através da degradacgdo da
fibronectina produzida pela mesmo. Este trabalho, com o emprego das mesmas
linhagens endoteliais, buscou ampliar o conhecimento acerca do mecanismo molecular
de acdo das toxinas presentes no veneno. Com o emprego de Lectina (WGA)
observou-se que as toxinas do veneno interagem especificamente com a superficie
celular, tendo uma co-localizagdo com os carboidratos de superficie celular, sendo o
veneno capaz de reduzir sua expressdo em quatro horas de exposicdo. As toxinas do
veneno também interagem com receptores integrinicos de superficie celular
(subunidade B4), € em especial o receptor de fibronectina, a integrina asBs. Sobre a
interacdo do veneno com os componentes da superficie celular, pode-se inferir sobre
uma especificidade independente de cargas, uma vez que glicosaminoglicano de
Heparina é capaz de interagir com as toxinas do veneno, todavia, ndo desloca a ligagio
do veneno com a superficie celular. Verificou-se, ainda, que o veneno é capaz de
reduzir a proliferagéo das células expostas ao veneno por 24 ou 48 horas. Através de
Microscopia Eletrénica de Transmiss&o, observou-se que essas células, apés esses
longos periodos de exposicéo apresentam inUmeros sinais de sofrimento celular, muitos
indicando a morte da célula, principalmente em 48 horas. Além disso, essas células
apresentaram um aumento expressivo de vesiculas e vacudblos no citoplasma e pela
técnica de laranja de acridina supdem-se que estes sdo compartimentos endossomais
(acidos). E através de imunomarcagéo do veneno e sua co-localizag@o com lisossomas
pode-se inferir que a marcagéo tipica observada para as toxinas do veneno sobre as
células endoteliais, ndo se refere & apenas uma marcagio na superficie celular, mas a
uma marcacdo intracelular do veneno. Com base nesse resultado sugere-se que
alguma(s) das toxinas que compde o0 veneno podem estar sendo internalizadas pela
célula endotelial. Tais resultados sugerem que a agao deletéria do veneno sobre células
endoteliais pode estar relacionada tanto com sua interacéao com moléculas da superficie
celular, quanto com sua internalizag&o.



1. INTRODUGAO

i.1. ARANHAS

As aranhas e os seres humanos tém compartilhado o mesmo habitat desde
gue os homens existem sobre a Terra. Devido a essa convivéncia, as aranhas tém
recebido um lugar especial nos mitos e folclores populares, principalmente por seus
habitos secretos, aspectos fisicos, comportamento predatério e potencial de
letalidade. Nao obstante, embora sua diversidade bioidgica e ecoldgica seja imensa,
poucas espécies representam um real problema médico (ESCOUBAS et a/., 2000).

Sé&o animais que dentro da classificagdo taxonémica estdo incluidos no grupo
dos artrépodes terrestres, compreendendo a ordem Araneae dentro da classe
Arachnida, que, além das aranhas, incluem os escorpides, pseudoescorpides,
carrapatos e acaros. Constituem uns dos grupos mais antigos, com o fossil mais
velho encontrado datado de mais de 300 milhdes de anos, o qual remete ao Periodo
Carbonifero. Excluindo-se os insetos, as aranhas sdo os mais bem sucedidos
invertebrados terrestres com mais de 40.000 espécies descritas por todo o globo
terrestre, sendo que provavelmente existam espécies ainda ndo descritas (RASH &
HODGSON, 2002). »

Morfologicamente possuem o corpo dividido em dois segmentos, o prossoma/
cefalotorax (uniéo entre cabecga e torax) e o opistossoma/abdémen; quatro pares de
patas, apresentam queliceras e pedipalpos e podem possuir até oito olhos
(RUPPERT & BARNES, 1996).

Podem ser encontradas em praticamente todo habitat terrestre, podendo-se
estabelecer em uma grande variedade de ambientes naturais, tendo se adaptado
também ao ambiente domeéstico em associagdo intima com o homem (RASH &
HODGSON, 2002). Por serem carnivoras, alimentam-se principalmente de insetos,
(RUPPERT & BARNES, 1996).

As aranhas podem ser divididas em dois grupos principais de acordo com a
posigédo das queliceras: o Orthognatha ou migalomorfa (aranha primitiva ou aranha
“trapdoor”) cuja quelicera se projeta a frente partindo do cefalotérax enquanto as
presas pcsicionam-se para baixo. E o grupo Labdognatha ou araneomorfa, no qual
os representantes possuem as queliceras posicionadas verticalmente e que



conjuntamente com as presas se movem lateralmente como pingas (RASH &
HODGSON, 2002). Dentro desse grupo, estdo as aranhas mais perigosas
envolvidas em acidentes com humanos, tendo destaque as: Lafrodectus, familia
Theridiidae, popularmente conhecidas como vildva negra; Loxosceles, familia
Loxoscelidae, popularmente conhecidas como aranhas marrons e Phoneutria,
familia Ctenidae, popularmente conhecidas como aranha da banana ou armadeira.
Muitas outras familias s&do consideradas perigosas, embora a maioria das
notificagdes de envenenamentos nédo seja adequadamente documentada, dentre
elas podemos considerar as familias Segestriidae, Agelenidae, Salticidae,
Gnaphosidae, Thomisidae, Heteropodidae, Clubionida e Lycosidae. Podemos ainda
relatar que os géneros Afrax (do grupo Orthognatha, encontrada apenas na
Austrédlia, séo atualmente reconhecidas como as aranhas mais venenosas do
mundo. As espécies Latrodectus e Loxosceles sao apontados como as principais
responsaveis por acidentes culminando em obito em humanos (ESCOUBAS et al.,
2000).

1.2.  ARANHAS DO GENERO LOXOSCELES

Aranhas do género Loxosceles sdo marrons, variando do marrom palido (L.
laeta) para o marrom escuro (L. gaucho), e por esse motivo recebem o nome popular
de aranhas marrons. A caracteristica estrutural que melhor representa o género € ¢
cefalotorax em forma semelhante a de um violino. S&o aranhas pequenas
apresentando o tamanho corporai variando de 8 a 15mm e o comprimento das patas
variando de 8-30mm (FUTRELL, 1992; SILVA et al, 2004). Possuem seis olhos
arranjados em pares, sendo esta disposi¢do dos olhos descrita como um dos
melhores meios de identificar a aranha marrom (VETTER & VISCHERR, 1998).

Sao0 aranhas de habito sedentario e noturno podendo viver de 3 a 7 anos
(ANDRADE et al., 1999). Constroem teias irregulares que se assemelham a linha de
algodao esfiapado (FUTRELL, 1992). A composicdo das teias de L. arizonica e L.
laeta é muito similar sendo rica em glicina e alanina (CODDINGTON et al., 2001).
Alimentam-se de peguenos insetos e se reproduzem com facilidade mesmo em



lugares pouco favoraveis, podendo sobreviver por diversos dias ou mesmo meses
sem alimento ou agua. Podem suportar temperaturas que variam de 8 a 43°C
(LUCAS, 1998; FUTRELL, 1992). Possuem dimorfismo sexual, sendo que em
Loxosceles intermédia a fémea possui o corpo maior do que o0 macho, e este por sua
vez, possui as patas mais delgadas e alongadas que a fémea (FUTRELL, 1992)
(FIGURA 01).

As glandulas de veneno de L. intermedia sao compostas de duas camadas de
fibras de musculo estriado, uma externa e outra interna em contato com uma
estrutura subjacente que separa as células musculares das células epiteliais da
glandula de veneno. As células epiteliais estdo arranjadas de lado a lado e emitem
projecOes ao lumen das glanduias, sendo esse iimen rico em vesiculas secretoras
contendo o veneno. A morfologia € a aparéncia celular das glandulas de veneno
sugerem um mecanismo holocrino controlando a secregdo. O lamina basal, a qual
contém glicoproteinas, residuos de glicosaminoglicanos sulfatados, laminina e
entactina, separa as ceélulas epiteliais secretoras que formam as glandulas das
células musculares (SANTOS et al., 2000).

No ambiente antropico, as aranhas s&o abundantes em locais escuros e
secos dentro das casas. Nao sdo agressivas sendo que naturalmente seu veneno é
utilizado para paralisar suas presas e também como um mecanismo de defesa.
Contudo, devido a seus habitos noturnos e ao fato de procurarem abrigo entre as
roupas, toalhas penduradas, roupas de cama, sapatos, etc., os acidentes acontecem
tipicamente quando uma aranha € ocasionalmente comprimida contra o corpo
humano, onde essas picam ¢ homem como forma de defesa (FUTRELL, 1992;
MALAQUE et al., 2002). A quantidade de veneno inoculado & minima (cerca de 4uL)
e contém de 65 a 100 ug de proteinas (SAMS et al.,, 2001). Os acidentes com
aranhas marrons ocorrem principalmente durante as estagles mais quentes do ano,
primavera e verao (SILVA et al, 2004).

A classificagdo taxonOmica de Loxosceles enquadra o género na familia
Loxoscelidae, sub-ordem Labidognatha, ordem Araneida, classe Arachnida e filo
Arthropoda (RUPPERT & BARNES, 1996).



FIGURA 01. DIMORFISMO SEXUAL DE Loxosceles intermedia. A esquerda a fémea e a direita o
macho.

1.3. EPIDEMIOLOGIA DO GENERO LOXOSCELES

As aranhas do género Loxosceles encontram-se mundialmente distribuidas e
acidentes tém sido descritos na América do Sul (SEZERINO et ai, 1998), América
do Norte (FUTRELL, 1992), Europa, Africa, em algumas regides da Asia
(NICHOLSON e GRAUDINS, 2003), Israel (COHEN et ai, 1999) e na Australia.
(FUTRELL, 1992). (FIGURA 02).



FIGURA 02. D|STR|BU|CAO MUNDIAL DAS ESPECIES COM IMPORTANCIA MEDICA DO
GENERO Loxosceles.

No Brasil, sete espécies tém sido identificadas, a maioria delas nas regifes
sul e sudeste (SEZERINO et a/., 1998), todavia, dentre essas, apenas trés espécies
(L intermedia, L gaucho e L. laeta) estdo envolvidas nos casos de envenenamento
humano (MALAQUE et al., 2002). No Brasil, o loxoscelismo (quadro clinico
provocado pela picada de aranhas do género Loxosceles) representa o
envenenamento envolvendo aranhas que desenvolve o quadro clinico mais severo,
sendo responsavel por 36% das 17.781 picadas de aranhas notificadas pelo
Ministério da Saude entre 1990 e 1993 (SEZERINO et al.,, 1998). E xiste uma
ampla variacdo dos perfis de envenenamento entre os estados, onde o Parana
apresenta maior incidéncia de casos (TABELA 01).

Segundo dados referentes a 2a Regional de Saude, em todo estado do
Paranda, entre os anos de 2000 e 2004, a média de casos registrados por ano foi de
aproximadamente 3.730. Na regido metropolitana de Curitiba o loxoscelismo é

bastante expressivo, com cerca de 2000 casos registrados por ano (MALAQUE et



al, 2002) sendo a espécie L. infermedia a mais comumente encontrada em
ambiente urbano, e possivelmente a maior responsavel por estes acidentes (SILVA
et al., 2004).

TABELA 01 - SUMARIO DOS MAIORES ESTUDOS SOBRE LOXOSCELISMO NOS
ESTADOS BRASILEIROS QUE APRESENTAM MAIOR INCIDENCIA DE CASOS

PARANA (%) (1) | SANTA CATARINA (%) (2) | SAO PAULO (%) (3)

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS {n=923) (n= 267) (n=359)
Sexo
Masculino 35 43 52
Feminino 65 57 48
Idade (% dos pacientes, idade) :
10 (0-10) 33 (0-14) 6 (0-12)
75 (10-50) 60 (15-59) 75 (13-49)
15 (>50) 6 (>59) 19 (>49)
Local da picada
Pernas 12 15 35
Tronco 12 11 15
Bracos e mios 27 30 15
Outros 49 44 35
Tempo para notificagdo
<12h 12 9 10
1248 h 36 45 41
>48 h 29 36 49
desconhecido 23 10 ND
Circunstancias
Vestindo NR 22 42
Dormindo NR 17 18
Outros NR 61 40

FONTE: Adaptado de HOGAN, C. J.; BARBARO, K. C.; WINKEL, K. Loxoscelism: Oid
obstacles, new directions. Annais of Emergency Medicine, v. 44, p. 608-624, 2004.
NOTA: NR (néo registrado); ND (ndo disponivel).

(1) Ribeiro et al., 1993; (2) Sezerino et al., 1998; (3) Malaque et al., 2002.

1.4. LOXOSCELISMO

Loxoscelismo €& o termo utilizado para descrever as lesBes e as reag¢des
induzidas pela picada das aranhas do género Loxosceles (FUTRELL, 1992).

O primeiro caso documentado de envenenamento pelo género foi em 1879,
onde um homem norte americano apresentava um quadro clinico caracterizado por
febre e hematlria apés a picada de uma aranha. Dados mais definitivos e



consistentes comecaram a serem publicados 50 anos depois, quando a primeira
associagao entre a aranha do género Loxosceles e a lesdo necrética na pele foi
descrita no Chile, logo ap6s no Brasil e nos Estados Unidos (HOGAN et al., 2004).

O quadro clinico provocado por acidentes envolvendo aranhas do género
Loxosceles pode ser de dois tipos: o quadro cutdneo ou dermonecrético (que
representa 84 — 97% dos casos) e 0 guadro cutadneo visceral ou sistémico (que
representa 3 — 16% dos casos) presentes nos casos mais severos (BARBARO et al.,
1992).

O desenvolvimento de um quadro ou cutro, ou de ambos e a gravidade do
acidente vai depender de alguns fatores relacionados, tais como: a espécie da
aranha, sexo do animal, quantidade de veneno inoculado, assim como as
caracteristicas gerais do individuo acidentado tais como: a idade, o estado
nutricional, local da picada; susceptibilidade ao veneno e o tempo em que este
individuo levou para procurar um tratamento adequado (BARBARO et al., 1994;
GUILHERME et al,, 2001; OLIVEIRA et al., 1999;).

De maneira geral, a lesdo cutdnea é caracterizada por dermonecrose local
que aparece algumas horas apos a picada e o espalhamento gravitacional da leséo,
sendo essas as manifestacbes que melhor definem e caracterizam o
envenenamento (SILVA et al., 2004). A picada é relativamente indolor, motivo pelo
qual normalmente n&o é percebida. Apos 2 a 8 horas, surge a dor que pode variar
de moderada a severa e é caracterizada por ser local, do tipo “queimagdo” ou
“ardéncia”’, podendo ser acompanhada de prurido, edema, mal-estar geral e febre.
Esses sinais sdo geralmente seguidos (12- 24 horas) pela formagdo de uma bolha
ou pustula circundada por um halo de tecido isquémico que fica avermelhado e uma
zona palida denominada piaca marmdérea. A regido circundante com eritema adquire
uma coloragdo viclacea caracteristica desse tipo de envenenamento. Em poucos
dias, a lesdo entra em processo de necrose e adquire uma cor azul-violeta com um
distinto e caracteristico espraiamento gravitacional. A regido azulada comecga a se
estender e as bordas da lesdo tornam-se irregulares e no centro da lesdo forma-se
uma depressdo. Além disso, pode haver a formagdo de abscesso ou escarra de
dificil cicatrizagéo entre 3 a 7 dias. Apds uma semana, a lesdo comega a endurecer
principalmente o centro. A escara pode cair, levando a formagao de uma ulcera que
cicatriza entre 6 a 8 semanas e normalmente requer um enxerto (FUTRELL, 1992).



(FIGURA 03), O ferimento crbnico produzido pela picada apresenta vascuiite
mediada por leucécitos, que pode produzir lesbes gangrenosas. Tal lesdo pode ser
agravada pela presenca de microrganismos, a bactéria Clostridium perfringens,
oriunda das queliceras, que no ato da picada, é injetada juntamente com o veneno
(MONTEIRO et ai, 2002). O veneno loxoscélico induz um mecanismo inflamatério
que € indireto, logo, a difusdo do veneno define a extensdo e a magnitude da leséo
dermonecrética (GOMEZ et ai, 2001), A regiao das nadegas, coxas e abdémen, que
sdo regides de maior concentracdo de tecido adiposo, geralmente resultam nas

piores lesbes e cicatrizes (FUTRELL, 1992).

FIGURA 03. LESAO DERMONECROTICA INDUZIDA PELAS TOXINAS PRESENTES NO
VENENO DE L. intermedia. Em (A) a aparéncia da pustula formada no local da picada estando
circundada por um halo de tecido isquémico avermelhado. Em (B) aparéncia da zona palida
denominada placa marmoérea, caracteristica da evolugdo do quadro dermonecrético. Em (C)
uma lesdo em processo de necrose, apresentando uma cor azul-violeta com um distinto e
caracteristico espraiamento gravitacional. Em (D) um quadro clinico bastante evoluindo com a
formac&o de uma ulcera de dificil cicatrizacao.
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A nivel sistémico o veneno pode levar 2 hemdlise, coagulagdo intravascular
disseminada, trombocitopenia, agregacdo plaquetaria além de apresentar uma
nefrotoxicidade que pode levar a insuficiéncia renal aguda associada a morte,
especialmente em criangas, nos casos mais severos (FUTRELL, 1992 e ZANETTI et
al, 2002). As primeiras manifestacGes aparecem apos 24 horas e os sintomas
incluem, além da reagdo local, astenia, febre, episdédios eméticos, alteragbes
sensoriais, cefaléias, insdnia, podendo ocorrer em casos mais graves convulsdes e
coma, que sugerem algum efeito sobre o0 sistema nervoso. Pode haver também
pruridc generalizado e petéquias (FUTRELL, 1992). Todavia o envolvimento
sistémico &€ menos comum que as lesbes cutdneas e ocorre na minoria dos casos
(SILVA et al, 2004).

O diagndstico do loxoscelismo € raramente baseado na identificacdo da
aranha, visto que os pacientes geraimente nao percebem que foram picados, mas
em sinais clinicos, sintomas caracteristicos, achados histologicos e a exclusdo de
outras etiologias (SILVA et al., 2004). O teste diagndstico mais preciso em caso de
envenenamento € a detecgdo tanto do veneno propriamente dito, quanto de
anticorpos circulantes contra o veneno (HOGAN et al, 2004). O veneno de L.
reclusa pode ser detectado nas lesdes até cinco dias apds o envenenamento (dados
experimentais em coelhos). A presen¢a do veneno nas lesdes de pacientes e no
soro podem ser detectadas usando o ensaio de ELISA e embora tenha se mostrado
alta sensibilidade e especificidade, seu uso ainda nao foi clinicamente difundido
(CHAVEZ- OLORTEGUI et al., 1998).

Uma variedade de terapias tem sido descritas para o loxoscelismo, todavia as
terapias ja estabelecidas citam: corticéides, acido acetilsalicilico, antibibticos, gelo,
evitar atividades que gerem estresse e calor e, quando necessario, cirurgia
reparadora. Em Curitiba, tem-se utilizado corticdides (predinisona e dapsona) e a
terapia com anti-soro do veneno em casos severos de loxoscelismo viscerocutaneo
(SILVA ef al.2004). Todavia, o meihor tratamento para picadas de aranhas do
género Loxosceles ainda € a prevengdo, que inclui medidas simples, como a
checagem de roupas, calgados, roupas de cama antes de usa-los entre outros
(FUTRELL, 1992).
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1.5. EFEITOS HISTOLOGICOS E CELULARES PROVOCADOS PELO VENENO
LOXOSCELICO

Dados clinicos e biopsias de pacientes humanos apés a picada por aranhas
do género Loxosceles mostram infiltrado inflamatério, trombose, hemorragia,
dermatite, inflamag@o aguda, endurecimento da area lesionada, eritema e necrose
tantc da epiderme quanto da derme (FUTRELL, 1992; SILVA et al., 2004). Os dados
histopatolégicos descritos em modelos animais usando veneno extraido de
diferentes espécies de Loxosceles spp suportam os dados patoidgicos acima
mencionados (SILVA ef al., 2004).

PIZZl et al. (1997) realizaram o primeiro estudo sistematico e detalhado das
iesbes histopatolégicas produzidas experimentalmente pelo veneno de Loxosceles
demonstrando a existéncia precoce de intensas alteragdes vasculares. A
permeabilidade do endotélio desempenha um papel crucial em muitos processos
fisiolégicos e patolégicos. Tal fungdo, que € critica para muitos tecidos, depende da
integridade da adesdo celular, bem como da organizagdo do citoesqueleto e das
moléculas da matriz extracelular que dao suporte para a adesdo da célula
(SHOLLEY et al., 1977).

As consegliéncias histopatolégicas dos efeitos a uma exposigcdo aguda ao
veneno de L. intermedia em coelhos foi descrita por OSPEDAL et al. (2002). Os
primeiros sinais de injuria comegam a aparecer entre uma a quatro horas apés a
injegdo de veneno. A partir de quatro horas de exposicdo ao veneno, os autores
retratam eventos relacionados a derme como edema intersticial, exudacdo do
plasma indicando uma deposi¢@o de fibrina no tecido conjuntivo, uma acumulagio
massiva de leucécitos dentro e ao redor dos vasos sanguineos e uma evidente
diapedese de infilirado inflamatério tanto nas estruturas intersticiais como no tecido
muscular. Com 12 horas de tratamento foi verificada necrose de foliculos capilares,
hemorragias, trombose necrética com oclusdo de vaso, degeneragéo da parede dos
vasos sangliineos, edema muscular e miblise. A partir de 24 horas de tratamenito,
comega a ser observado o comprometimento da epiderme sendo que as alteragbes
vasculares encontram-se bastante acentuadas. Com 48 horas de tratamento, tanto a
derme como a epiderme apresentam necrose acentuada, e outros efeitos incluem
hemorragia massiva na derme € mionecrose. ‘
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Molecularmente as conseqliéncias hemorragicas do loxoscelismo parecem
ser complexas e 0s mecanismos pelos quais 0 veneno da aranha marrom age estéo
sobre investigagdo.

Tem-se demonstrado que o veneno da L. intermedia apresenta efeito nocivo
direto sobre o endotélio, agindo tanto nas células endoteliais da parede dos vasos
sangliineos (VEIGA et al., 2001a) como na membrana basal subendotelial, estrutura
de extrema importancia para a integridade dos vasos (ZANETT! et al., 2002). A
interacdo do veneno com o tecido implica em ativagdo do sistema complemento,
intensa migragdo de leucécitos polimorfonucleares, liberacdo de enzimas
proteoliticas, liberacdo de citocinas, agregacido plaquetaria, e alteragées na
hemostase (HOGAN et al., 2004, SILVA et al., 2004).

A agdo do veneno sobre células endoteliais também tem sido investigada com
estudos in vitro utilizando-se células endoteliais da aorta de coelho em cultura.
Nesses experimentos, observou-se perda da adesdo das células ao substrato,
degradag@o de componentes da matriz extracelular e a liberagdo de proteoglicanos
da matriz extracelular e da superficie da célula para o meio de cultura (VEIGA et al.,
2001a). PALUDO et al. (2006) demonstraram que ha ligacdo do veneno tanto na
superficie de células endoteliais em cultura, quanto uma acdo sobre a matriz
extracelular, através da degradacgdo da fibronectina produzida por estas células.
Esses autores também demonstraram que células endoteliais apds tratamento com
veneno sofrem retragdo progressiva do citoplasma e uma diminuigcdo na adesdo
célula-célula, apresentando profundas alteragbes morfolégicas. Além disso, essas
células reorganizam seu citoesqueleto e os pontos de adesdo a matriz extracelular
(contatos focais).

Como anteriormente citado, o veneno de Loxosceles apresenta efeitos
sobre a estrutura das membranas basais e matriz extracelular. O veneno de L.
intermedia parece nao apresentar nenhuma atividade sobre o colageno tipo IV
purificado ou laminina, contudo, apresenta atividade hidrolitica sobre entactina, tanto
na molécula isolada quanto quando complexada com laminina. Além disso, 0 veneno
degrada o core protéico do proteoglicano de heparam sulfato e as cadeias
polissacaridicas de condroitim sulfato (VEIGA et al., 2000a e 2001b). O estudo da
atividade do veneno sobre moléculas da matriz extracelular plasmatica tem
demonstrado que ‘esse possui atividade degradativa nas cadeias A e B da



fibronectina, digestéo parcial do fibrinogénio e nenhuma atividade proteolitica sobre
vitronectina soltvel (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 1999). .

Analises histopatologicas de aiguns orgdos de camundongos apés
envenenamento com doses seqlenciais do veneno de L. intermedia, revelam
alteragbes marcantes restritas aos rins (SILVA et al., 2004). Os efeitos patolégicos
sobre os rins podem ser reflexo dos disturbios hematolégicos, como a hemdlise
intravascular e a coagulagéo intravascular disseminada (LUNG &MALLORY, 2000).
A acdo entactinolitica do veneno bem como sua acéo degradativa sobre o core
protéico do proteoglicano de heparam sulfato, constituintes importantes também
encontrados nas membranas basais, estruturas fundamentais dos glomérulos renais,
poderia explicar, em parte, os problemas renais provocados pelo veneno (VEIGA et
al., 20002; LUCIANO et 2/, 2004). Alem disso, foi demonstrada a liga¢do direta das
toxinas do veneno as estruturas renais, sugerindo que as toxinas do veneno de
Loxosceles sdo agentes diretos e potenciais da nefrotoxicidade associada a
insuficiéncia réna! aguda apresentada nos casos mais severos. Devido as suas
propriedades bioquimicas e fisicoquimicas, como a carga positiva e 0 baixo peso
molecular, as toxinas do veneno podem atuar como antigenos ao longo das
estruturas renais, provocando a nefrotoxicidade (LUCIANO et al,, 2004; CHAIM et
al., 2008).

Ainda n&o ha nenhuma explicagio para o fato de ratos e camundongos néo
desenvolverem dermonecrose, enquanto que tanto coelhos e porcos da india quanto
humanos a desenvolvem (SILVA et al., 2004).

1.6. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DO VENENO DE Loxosceles sp

O veneno da Loxosceles intermedia é rico em proteinas de baixo peso
molecular variando entre 5-40kDa e, em uma menor extensido, proteinas de alto
peso molecular, 60-850kDa (VEIGA et al, 2000a). Diversas toxinas tém sido
identificadas e caracterizadas bioguimicamente no veneno loxoscélico. Entre elas,
podemos incluir fosfatases alcalinas, uma variedade de proteases, colagenases,
esterases, ribonucleases e desoxoribonucleases (HOGAN et al, 2004). O veneno
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ndo contém glicosaminoglicancs, proteoglicanos, residuos de galactose ou acido
sidlico como estruturas complexas (VEIGA, et al., 1999).

Os venenos de Loxosceles gaucho, L. laeta e L.intermedia apresentam um
perfil eletroforético bastante similar em gel de SDS, sendo que as toxinas podem ser
separadas em trés fragGes principais (A, B e C) em cromatografia de gel filtragdo.
As atividades dermonecrdtica e letal sdo encontradas apenas na fragdo A
(componentes de maior massa molecular), com proteinas de massa molecular de
cerca de 35 kDa em L. intermedia (BARBARO et al., 1996).

Um componente chave bem caracterizado bioquimicamente nc veneno é a
Esfingomelinase-D (32 kDa) que, além de ser o principal componente do veneno,
tem se mostrado o fator responsavel por induzir a dermonecrose em humanos e
coelhos, por essa razéo também conhecida como toxina dermonecrética. Além
disso, experimentalmente esse componente conduz a hemodlise de células
vermelhas sangliineas e a agregacdo plaquetaria, podendo resultar em morte
(FUTRELL, 1992). A esfingomelinase-D causa a lise celular por hidrolisar o
fosfolipidio de membrana esfingomielina no sitio da colina, resultando na liberagdo
de ceramida fosfatada. Enquanto a clivagem de fosfolipidios € um fendmeno comum
e necessario para a atividade celular, a clivagem no sitio D (entre a colina e fosfato)
dessas moléculas é rara. O mecanismo pelo qual a clivagem da esfingomielina leva
a uma necrose tecidual severa em humanos ainda é pouco compreendido, mas
envolve uma resposta imune complexa. A atividade da esfingomelinase D é
atualmente desconhecida para outros organismos venenosos do reino Animal,
apenas para as aranhas do género Loxosceles (BINFORD et al., 2005).

CHAIM et al. (2006) e SILVEIRA et al. (2006) clonaram, expressaram e
purificaram trés diferentes isoformas dessa toxina dermonecrética a partir da
glandula de veneno de L. intermedia, que foram capazes de reproduzir a
dermonecrose, resposta inflamatéria e disturbios renais em diferentes proporgoes.
Pelo menos 11 isoformas dessa toxina sdo reconhecidas pela técnica de protedmica
no veneno de L. gaucho (MACHADO et al., 2005). Acredita-se que cada isoforma da
toxina dermonecrética causa efeitos nocivos isoladamente, e o efeito induzido pelo
veneno total representa um sinergismo de familia (CHAIM ef al., 2006).
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Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o veneno causa a dermonecrose ainda
ndo foi desvendado visto que o0 veneno & composto de uma mistura de varios
componentes diferentes atuando sinergicamente (VEIGA et ai., 2000a).

Algumas atividades nocivas do veneno também podem ser atribuidas a
toxinas proteoliticas que degradam fibrinogénio, fibronectina, entactina e o
proteoglicano de heparam suifato desorganizando a arquitetura da membrana basal
e resultando em hemorragias locais, espalhamento gravitacional das lesdes
cutdneas bem como reagdes sistémicas como a coagulagéo intravascular e a
insuficiéncia renal (FEITOSA et al,, 1998; LUCIANQO et al., 2004 e VEIGA et al,
2001a).

A primeira evidencia da presenga de proteases no veneno loxoscélico foi
descrita por ESKATI e NORMENT (1976) estudando o veneno de L. reclusa.

No veneno de L. intermedia foram descritas duas metaloproteases
denominadas Loxolisina A (20-28 kDa) e Loxolisina B (32-35 kDa). A primeira possui
atividade fibronectinolitica e fibrinogenolitica e a segunda gelatinolitica estando
provavelmente associadas aos efeitos necréticos e hemorragicos do veneno.
(FEITOSA et al., 1998). A acdo do veneno de L. Intermedia sobre o fibrinogénio
mostra uma degradagao parcial sobre a molécula de fibrinogénio intacta e uma
clivagem completa sobre a molécula desnaturada, suportando a idéia de uma
susceptibilidade dependente da conformagéo no fibrinogénio nativo. Essa atividade
fibrinogenolitica &€ bloqueada por EDTA e 1,10-fenantrolina, sugerindo que um ion
metalico divalente é critico para a atividade enzimatica da metaloproteina (FEITOSA,
et al., 1998 e ZANETTI, et al., 2002).

" Também foram descritas no veneno de L. intermedia duas serino-proteases
de 85kDa e 95 kDa, com atividade gelatinolitica entre pH 7,0-8,0, demonstrando-se
sua atividade em condi¢cdes normais da fisiologia humana, no pH entre 7,2 -7,3
(VEIGA, et al., 200b).

A presencga de hialuronidases no veneno que degradam o acido hialurénico e
residuos do proteoglicano de condroitin sulfato pode estar relacionada ao
espalhamento gravitacional da dermonecrose, atuando como um fator de
espalhamento sistémico, facilitando a difusdo de outras toxinas do veneno

(SILVEIRA, et al., 2006).



2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Esse trabalho propde-se a dar continuidade a linha de estudo desenvolvida
'que busca desvendar o mecanismo e agdo do veneno loxoscélico szre linhagens
celulares. Para tanto, embregamos como modeio experimental células endoteliais de
aorta de coelho (RAEC) em cultura, na tentativa de elucidar a formé, o local, e os
mecanismos de agado e interacdo das toxinas presentes do veneno sobre a
superficie celular através de ensaios in vitro.

Dessa maneira, nossos objetivos especificos foram:

= Avaliar o efeito do veneno de aranha marrom da espécie L. intermedia sobre a
proliferagdo de células endoteliais de aorta de coelho.

= Verificar a agdo das toxinas preéentes do veneno de L. intermedia sobre a
superficie das células através do marcador Lectinas (WGA).

= Verificar a interagcdo das toxinas do veneno de L. intermedia com especificos

‘ receptorés de superficie celular -integrinas.

= Verificar a possivel interagdo das toxinas presentes no veneno com a integrina
asP1, receptor de fibronectina, presehtes,na superficie das células.

= Observar se a in'cubagéo com a Heparina & capaz de desiocar a ligagao das
toxinas do veneno de L. intermedia sobre as células endoteliais.

= Analisar ultraestruturaln"iente, por Microscopia Eletronica de Transmissdo, as
células endoteliais expostas ou ndo ao veneno de L. intermedia.

» Observar os compartimentos acidos apés tratamento das células endoteliais com
veneno da aranha marrom da espécie L. intermedia.

= Investigar a possivel internalizagdo (endocitose) das toxinas do veneno de L.
intermedia. |
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. OBTENGCAO DA Loxosceles intermedia \
Foram utilizados individuos adultos de Loxosceles intermedia coletados na

cidade de Curitiba e regiao metropolitana e mantidos no Laboratorio de Matriz
Extracelular e Biotecnologia de Venenos da UFPR.

3.2. EXTRACAOQO DE VENENQC LOXOSCELICO POR ELETROCHOQUE
O veneno de Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas mantidas

em condigdes apropriadas e submetidas a eletrochoque de 15 volts no cefalotérax
como descrito por FEITOSA et al. (1998).

3.3. DOSAGEM DE PROTEINAS
A estimativa da concentrag@o de proteinas presentes nas toxinas do veneno e

das proteinas purificadas de matriz extracelular foi realizada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

3.4. OBTENCAO DAS LINHAGENS CELULARES
A linhagem celular empregada para este estudo foi células endoteliais de

Aorta de Coelho (RAEC - Buonassisi, 1973) cedida pela Profa Dr* Helena Bonciani
Nader — UNIFESP.

3.5. CULTIVO CELULAR
A linhagem celular acima mencionada foi mantida em meio HAM - Fi;

(Cuitilab, Campinas, SP) com L-giutamina, desprovido de bicarbonato de sddio
acrescido com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP) e de sulfato
de gentamicina (GARAMICINA). O crescimento das células foi em estufa a 37°C,
com uma atmosfera de Gmida de 5% CO,. As trocas de meio foram impostas a cada

dois dias.
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3.6. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Aliguotas de Heparina (50ug/mbL) foram pré-incubadas com as toxinas do
veneno (50pg/mL) por 1 hora, sendo posteriormente submetidas a eletroforese em
gel de agarose (0,6%) preparado em tampao Tris/Acetato 0,05M pH 8,0, o qual
permite a separacéo das moléculas de acordo com suas cargas liquidas. Aliquotas
de 5 yl foram aplicadas em canaletas no gel e submetidas a eletroforese, em caixa
resfriada a 4°C (5 Vicm 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 ug cada GAG, sendo
estes heparam sulfato, dermatam sulfato e condroitim 4-sulfato). Ao final da corrida
eletroforética, os polissacarideos foram precipitados no gel de agarose pela
incubacdo em solucédo de Cetavion 0,1%, por um tempo minimo de duas horas, a
temperatura ambiente, e as proteinas foram precipitadas no gel peia incubagdo em
solucdo de formol:metano! (20:805 por 30 minutos. Em seguida o gel foi seco 2
temperatura ambiente e foi realizada dupla coloragéo. Os polissacarideos foram
corados com azul de toluidina 0,1%, numa solug@o de acido acético 1% e etanoi
50% por 15 minutos, sendo o excesso de corante removido pela solugdo na
auséncia do corante. E as proteinas do veneno foram coradas com negro de amido
0,1% em acido acético 7% por 15 minutos, sendo 0 excesso de corante também

removido pela solugdo na auséncia do corante.

3.7. LIGACAO DO VENENO A SUPERFICIE CELULAR POR
IMUNOFLOURESCENCIA E CITOMETRIA DE FLUXO NA PRESENCA
DE HEPARINA.

Nesses experimentos, utilizou-se o carboidrato Heparina para ensaiar se esse ao
interagir com 0 veneno seria capaz de deslocar a ligagdo com a superficie celular.
Assim, foram utilizados trés tratamentos distintos. 1- Veneno (40ug/mL) e Heparina
(100ug/mL) foram postos juntos para incubar sobre a célula por quatro horas. 2- As
células foram pré-incubadas com Heparina por uma hora, e entédo incubadas com o
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veneno por quatro horas. E 3- veneno e Heparina foram pré-incubados por uma hora
e entdo postos sobre a célula por quatro horas.

Para a imunofluorescéncia, as células endotelias foram processadas conforme o
item 3.8., incubadas conforme tratamentos acima, e as toxinas do veneno foram
reveladas também seguindo o mesmo protocolo.

Para a citometria de fluxo, células endoteliais forram processadas conforme o
item 3.9., incubadas conforme os tratamentos acima, e as toxinas do veneno foram
reveladas também seguindo 0 mesmo protocolo.

3.8. ENSAIOS DE IMUNOFLUORESCENCIA

Células endoteliais foram plaqueadas em laminulas circulares de 13 mm de
diametro (5 x 10° células por laminulas) e mantidas em cultura (37°C a 5% de CO,)
por 4 dias. As células foram expostas ou nao (controle) as toxinas do veneno de
aranha marrom (40ug/ml) diluido em meio F12 na auséncia de soro fetal bovino, por
4 horas. |

Para a marcagéo de lectina, da subunidade B4 das integrinas e da integrina
. asPy, apds o periodo de incubagdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS e
fixadas com solugdo de paraformaldeido 2% ,diluido em PBS, por 30 minutos.
Posteriormente, foram lavadas com PBS, por mais dez vezes. Os radicais aldeidicos
foram bloqueados com solugéo de glicina 0,1 M por dois minutos, e a seguir, as
células foram lavadas com PBS, por dez vezes. Apds isso, as células foram
expostas aos diferentes anticorpos (anti-lectina, anti-subunidade 8 ou anti integrina
asPi)-

Para a marcagao da lectina, as células tratadas ou ndo com o veneno de L.
intermedia foram incubadas com Lectina conjugada com Alexa Fluor 488 |, na
concentracdo de 4ug/mL em PBS, por 40 minutos & temperatura ambiente. Apds a
incubacgao, as céiuias foram lavadas dez vezes com PBS.

Para a marcagio da subunidade 4 das integrinas, as células tratadas ou nédo
com o veneno, foram incubadas com anticorpo anti- $1(1:100) em PBS/BSA1% por
uma hora. Apos esse periodo, as células foram lavadas 10 vezes com PBS e
blogueadas novamente com PBS/BSA1% por 20 minutos. As células foram entdo
incubadas com anticorpo anti—lgG de cabra, conjugado com Texas Red (1:250) em
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PBS por 40 minutos, sendo posteriormente lavadas por dez vezes com PBS. Como
controle da reagéo, foram utilizadas células tratadas com o veneno e incubadas
apenas com o anti-igG de cabra (controle do secundario).

Para a marcagdo da integrina a581, novamente as células tratadas ou nio
tratadas com o veneno, foram incubadas com anticorpo anti o581 (1:100) em
PBS/BSA 1% por uma hora. Sendo o procedimento posterior realizado de forma
idéntica para a marcagéo da subunidade B1da integrina, descrita anteriormente.

Na marcacédo das toxinas do veneno, apés o periodo de incubagdo com o
veneno, as células foram lavadas trés vezes com F12 e o anticorpo policlonal igG
anti toxinas do veneno de L. intermedia produzido em camundongo (1:1000) foi
}incubado nas células antes de sua fixagdo diluido em meio F12 por uma hora no
gelo. Apos esse periddo de incubacdo, as células foram fixadas como descrito
anteriormente.

Em seguida, as células foram bloqueadas com PBS/ BSA 1% por 20 minutos
€ incubadas com anticorpo anti-igG de camudongo, produzido em cabra, conjugado
com FITC (1:100 em PBS) (para a marcag2o para a subunidade 81 das integrinas e
para a marcacéo da ihtegrina a5B1) ou com anticorpé anti-lgG de camundongo
conjugando com Texas Red (1:250 em PBS) (para a marcagéo de lectina) , sendo
posteriormente lavadas por dez vezes com PBS. Como controle da reaglo, as
células tratadas com o veneno foram incubadas apenas com 0 anticorpo secundario
anti-lgG de cabra (omiss@o do primario) e células ndo tratadas com o veneno foram
incubadas com ¢ anticorpo anti-veneno e com o anticorpo anti-lgG de camundongoe
(controles negativos do veneno e do secundario).

Apéds as incubagdes dos anticorpos, as células foram novamente lavadas
com PBS e entdo coradas com solugdo de DAP! (4',S—diamidino-z-pheny!indo!e,
dihydrochloride - Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), 3 pM em PBS por 15
minutos. Ao final da incubagao, as células foram lavadas com PBS por 5 vezes e
lavadas com agua bidestilada e entdo montadas em laminas histologicas com
Fluoromont G (2:1 em PBS) (Electron Microscopy Sciences - Ft. Washington, PA,
EUA). Parte do material foi analisado em microscopia de fluorescéncia utilizando o
microscopio acoplado com sistema de captura de imagem pertencente ao Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR. E parte do material foi analisado em Microscopio
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Confocal (Confocal Radiance 2100, Bio Rad Hercules, CA, USA) acoplado a Nikon-
Eclipse E800 com objetivas Plan-Apochromatic (Sciences and Technologies Group
instruments Division, Meivilie, NY, USA) e analisadas com software especifico
(Laser Sharp 2000).

3.9. ENSAIOS DE CITOMETRIA DE FLUXC

Células endoteliais foram removidas das garrafas de cultivo com pancreatina
(Sigma, EUA), ressuspendidas em meio F12, contadas e separadas em eppendorfs
(10° células/mL). Alguns lotes de céiulas foram incubados com F12 na auséncia de
soro fetal bovino, contendo 40ug/mL de veneno de L. intermedia por 4 horas a 37°C,
e outros lotes permaneceram incubados apenas com F12 (grupos controle). Apos o
periodo de incubacéo as células foram lavadas com PBS dez vezes e blogueadas
com PBS/ BSA 1% por 20 minutos. As células endoteliais foram entdo incubadas
com diferentes anticorpos, dependendo do ensaio, e a partir desse momento todo o
procédimento foi realizado no gelo. Apds a incubagdo com os diferentes anticorpos
primarios, as células foram lavadas 10 vezes em PBS e fixadas em solugéo de
paraformaldeido 1% em PBS por 30 minutos. Os radicais aldeidicos foram
bloqueados com incubagdo por cinco minutcs com solugido de Glicina 0,1M e
novamente as células foram lavadas dez vezes em PBS. Entdo novamente as
células s@o bloqueadas com PBS/ BSA 1% por 20 minutos e incubadas com os
diferentes anticorpos secundarios em PBS.

Para as marcagdes do veneno, as células expostas e nao expostas ao o
mesmo foram incubadas com anticorpo policional 1gG anti toxinas do veneno de L.
intermedia produzido em camundongo (1:1000) diluido em PBS/BSA 1% por uma
hora. Apds as lavagens e a fixagdo, as células foram incubadas com anticorpo
secundério anti-lgG de camundongo conjugado com FITC (1:100) em PBS por 40
minutos, sendo posteriormente lavadas por dez vezes em PBS.

Para a detecgéo das lectinas presentes na superficie das células endoteliais,
estas impostas ou ndo as toxinas do veneno, foram incubadas com Lectina, 4ug/mL
em PBS, conjugada com Alexa Fluor 488 por 40 minutos, sendo posteriormente
lavadas por dez vezes com PBS.
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Para a quantificacio da subunidade B1 das integrinas da célula endotelial na
auséncia e na presenga do veneno as células, ndo tratadas e tratadas com o
veneno, foram incubadas com anticorpo anti-$1(1:100) em PBA/BSA1% por uma
hora. Apéds as lavagens e a fixagéo, as células foram entdo incubadas com anticorpo
anti-'lgG de cabra, conjugado com Alexa Fluor 488 (1:250) em PBS por 40 minutos,
sendo posteriormente lavadas por dez vezes com PBS. Como controle da reacéo,
- foram utilizadas células tratadas com o veneno e incubadas apenaé com o anti-igG
de cabra (controle do secundario).

Foram analisados 10.000 eventos para cada amostra no citdmetro de fiuxo
FACScalibur (Becton-Dickinson Imunocitometria Systems, San Jose, CA, USA -
‘andlise em programa Cell Quest). Os dados apresentados correspondem a
distribuicdo da freqiiéncia de florescéncia em histogramas (numero relativo de
células versus intensidade relativa da fluorescéncia expressa como unidades
arbitrarias em escala logaritimica).

3.10. PROLIFERAGAO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO
Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foram mantidas em cultura nas

condi¢cbes especificadas no item 3.5. Quando a cultura de células endoteliais atingiu
a sub-confiuéncia, as céluias foram soitas com pancreatina (Sigma, USA) diiuida em
meio F12, contadas e acondicionadas em placas de 24 pogos. Em cada pogo foram
plagueadas 30.000 células (3 x 10*). Apés 24 horas de plaqueamento, a cultura foi
carenciada de soro fetal bovino (SFB), o qual possui os fatores de crescimento que
estimulam a proliferac@o celular, com isso, todas as células entraram no estagio de
G-0 do ciclo celular (quiescéncia). Depois de 24 horas de carenciamento, meio F12
suplementado com 10% soro fetal bovino foi adicionado por um periodo de 6 horas.
A partir disso, parte dos pogos contendo as células foi tratado com 20 ug por ml de
veneno em meio com SFB por 24 horas e outra parte por 48 horas. Para cada
varidvel foi empregada triplicata. Apds o periodo de tratamento, as céiulas foram
tratadas com pancreatina, acondicionadas em tubos e contadas em citémetro de
fluxo. As células que estavam soltas devido ao tratamento com o veneno também

foram coletadas.
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3.11. PROLIFERAGAO CELULAR BASEADO NO METODO DO MTT.

Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foram mantidas em cultura
como ja descrito e acondicionadas em placas de 96 po¢os, numa quantidade de 500
células por pogo. Apds dois dias, as células foram submetidas, durante 24 horas, a
auséncia de soro fetal bovino, para que entrem em sua totalidade na fase de
gueiséncia (G-0). Posteriormente, as céluias foram mantidas por 6 horas novamente
em meio com 10% SFB, para que pudessem retomar ac ciclo celular (G-1). Vale
ressaltar que essa etapa foi necesséria ja que experimentos anteriores mostraram
que a célula ndo voitava a muitiplicar-se quando a proxima etapa era realizada. Em
seguida, ¢ meio foi aspirado e uma solugdo de meio com 10% SFB com 20 ug/mi do
veneno foi adicionado aos pocos. Uma das placas foi mantida a 37°C, 5% de CO;
durante 24 horas e outra por 48 horas. ,

Como controle negativo de reacéo, as células foram processadas da mesma
maneira, mas as incubacbes por 24 ou 48 horas foram realizadas com meio
acrescido de 10% SFB na auséncia do veneno. Ja nos pogos utilizados como
“branco”, nenhuma cé!u!é foi plaqueada, no entanto as outras etapas foram iguais
aquelas realizadas para o controle. Cada variavel foi realizada em oitoplicatas(8
pocos para cada variavel).

Apds o término dos tratamentos, cada pogo recebeu 10uL da solugdo de
MTT (Sigma, USA) e as placas foram incubadas durante 3 horas a 37°C, 5% de CO»
para que o MTT pudesse ser metabolizado pelas células viaveis. Posteriormente foi
adicionado 100ul do diluente especifico para eluir os cristais de formazam , e, apés
1 hora, efetuou-se leitura em leitor de ELISA no comprimento de onda de 570nm.
Quanto maior a leitura da absorbancia, mais MTT foi metabolizado e mais células
estavam presentes no pogo.

3.12. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQ

Células endoteliais foram mantidas em garrafas de cultura de 150mL por 5 dias a
37°C, 5% de CO, e tratadas com 20ug/mL de veneno de L. intermedia por 24 e 48
horas. Células endoteliais sem o tratamentc com 0 venenc permaneceram em
cultura sob as mesmas condigées. Apés o periodo de incubagéo com o0 veneno, as
células foram lavadas em tampao cacodiiato de sddio (0,1M - pH7,2- 5% sacarose).
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As células foram entdo fixadas por 2 horas em solugdo fixadora de Karnovisky
(glutaraldeido 2,0%, paraformaldeido 4%, CaCl, 1mM em tamp&o cacodilato 0,1M,
pH 7,2-7,4), na propria garrafa de cultivo em temperatura ambiente. As células foram
entdo raspadas das garrafas de cultivo e transferidas para tubos de centrifuga onde
foram lavadas em tamp&o cacodilato 0,1M por 3 vezes de 10 minutos cada. O peliet
de células foi entdo transferido para eppendorfs onde se processou a pos-fixagéo
durante 1 horas, no escuro em temperatura ambiente, com Tetroxido de Osmio 1%,
Ferricianteo de Potassio (0,8%) e CaCl, 1mM em tamp&o Cacodilato de Sédio 0,1M
- pH 7,2-7,4. Ap6s a pés-fixagdo, novamente as células foram lavadas 3 vezes em
tampéo Cacodilato de Sédio 0,1M. Seguiu-se a desidratacdo em acetona, iniciando
0 processo em acetona 70% 2 vezes, acetona 90% e acetona 100% 2 vezes. Cada
troca foi realizada num periodo aproximado de 12 horas, sendo ¢ pellet, em cada
etapa, centrifugado e ressuspenso na préxima concentragdo. Na Ultima troca,
transferiu-se o pellet para capsulas been onde processou-se a infiltracdo do material
em mistura de epon:acetona em série decrescente (acetona: epon 2:1, 1:1, 1:2, por
periodos aproximados de 12 horas) e emblocagem feita em epon. Todo 0 material
utilizado foir siliconizado para evitar a perda de células. Apds a polimerizacéo do
epon em estufa a 60°C, os blocos foram cortados em ultramicrétomo. Os cortes
foram ainda contrastados, no escuro, com Uranila por 20 minutos e solu¢do de
Reynolds (nitrato de chumbo e citrato de sbédio) por 10 minutos e entdo observados
no Microscopio Eletrénico de transmissao Jeol 1200 EXIl, do Centro de Microscopia
Eletrénica (CME) da UFPR.

3.13 COLORAGAO VITAL POR LARANJA DE ACRIDINA

Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foram mantidas em cultura nas
condicOes especificadas anteriormente e quando estavam atingindo confiuéncia,
foram tratadas com pancreatina (Sigma, USA) diluida em meio F12, contadas e
plaqueadas em laminulas acondicionadas em placas de 24 pogos . Em cada
laminula foram adicionadas 30.000 células. As céiulas consideradas como controle
foram mantidas em meio F12 por 3, 6, 24 e 48 horas. Outro grupo de células foi
tratado com 20 pug/mL de veneno da L. intermedia por 3, 6, 24 e 48 horas. No
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término de cada periodo de tratamento, as células foram lavadas e uma solugéo
contendo 5 uM de laranja de acridina foi adicionada tanto nas células tratadas

guanto nos controles. Apds 10 minutos, as céluias foram entdo observadas em
microscapio confocal. \

3.14 MARCACAO INTRACELULAR DO VENENO PELA CO-LOCALIZACAO
COM LISOSSOMOS

Células endoteliais foram mantidas nas mesmas condicbes para os demais
ensaios de imunofluorescéncia. O tratamento com o veneno (40ug/mL) também se
deu por 4 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CQO2. A revelagéo para as toxinas
do veneno se deu da mesma maneira que nos demais experimentos, apenas se
introduziu um novo passo. iguaimente, as células foram iavadas e incubadas no gelo
com o anticorpo policlonal IgG anti as toxinas do veneno (1:1000) por 1 horas e
entdo fixadas como descrito no item 3.8. . Apos, as células foram permeabilizadas
com PBS/ BSA 1%/ Saponina 0,01% por 20 minutos e incubadas novamente com o
anticorpo anti-veneno 1:1000 diluido em PBS/ BSA 1%/ Saponina 0,01% por uma
hora a 4°C. Posteriormente, processou da mesma maneira que nas marcacoes
anteriores, com a incubagdo do anti- igG de camundongo conjugado com FITC
(1:100) e as sucessivas lavagens.

A marcagado dos lisossomos se deu com o marcador florescente Lyso-tracker-
Red, que foi adicionado as células por uma hora estando elas ainda vivas para sua
endocitose, sendo essa adicdo realizada na ultima hora da incubag¢do de quatro
horas com o veneno.

Apods as incubagBes dos anticorpos, as células foram novamente lavadas com
PBS e entdo coradas com solugéo de DAPI por 15 minutos.

As laminulas forfam montadas da mesma maneira descrita no item 3.8 e a
observagdc do material se deu em microscopia de fluorescéncia utilizando o
microscopio acoplado com sistema de captura de imagem pertencente ao Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR.
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4 RESULTADOS

4.1. LIGAGAO DAS TOXINAS DO VENENO A SUPERFICIE CELULAR NA
PRESENCA DE HEPARINA.

A heparina & um polissacarideo linear, altamente sulfatado, composto
principaimente de um hexassacarideo contendo &cido idurénico 2-O-sulfatado,
glucosamina 2-6-disulfatada e acido glucurdnico ndo sulfatado, conferindo a
molécula uma grande carga altamente negativa. Células endoteliais expostas a
heparina aumentam a sintese de heparam suifato, presente na superficie celfular
(NADER et al., 2001).

Inicialmente, buscou-se verificar se esse polissacarideo (altamente negativo)
apresenta interagdo com as toxinas do veneno de L. intermedia. Para tal finalidade,
foi utilizado o gel de agarose em TampZo Tris-acetato, o qual permite a separac3o
das moléculas de acordo com suas cargas liquidas. Assim, pode-se perceber neste
ensaio (Fig. 4) a presenca da banda do veneno quando este foi aplicado sozinho no
gel, porém, quando em presenga da heparina, a banda de migragdo do veneno
aumenta seu arrasto (alteragéo no perfil eletroforético) e diminui sua intensidade,
mostrando uma possivel interacdo deste polissacarideo com o veneno. Contudo,
nao podemos afirmar, apenas com esse ensaio, se essa interagdo € unicamente por
cargas ou se existe alguma especificidade.

Visto a existéncia de uma interagdo entre heparina e veneno, empregou-se a
Heparina para verificar se essa interagao seria capaz de deslocar a ligagdo do
veneno com a superficie celular. Utilizamos trés tratamentos distintos: Veneno e
Heparina foram simultaneamente expostos para as células endoteliais. Em outro lote
de experimento, as células foram pré-incubadas com Heparina por uma hora, e
entédo incubadas com o veneno. Ainda, um terceiro “set” experimental, o veneno e
Heparina foram pré-incubados por uma hora e entdo expostos a célula. Em todas as
incubacgdes, as células foram mantidas na presenga ou auséncia dos compostos por
4 horas a 37°C, 5% de CO..

Quando estas variaveis foram avaliadas por ensaios de imunoflurescéncia (Fig.
5), ndo se observou alteragbes aparentes, sobre a marcagao das toxinas do veneno
na superficie celular, indicando que a heparina néo desloca a ligacdo do veneno

com os componentes da superficie celular.
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Da mesma maneira, o ensaio de citometria de fluxo ndo foi observada nenhuma

alteracéo significativa (Fig. 6).

FIGURA 4 - INTERACAO DA HEPARINA COM O VENENO LOXOSCELICO. Aliquotas de
Heparina (50pg/mL) foram pré-incubadas com as toxinas do veneno (50jjg/mL) por 1 hora, sendo
posteriormente submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,6%). Os polissacarideos sao
corados em violeta e o veneno em azul. (1) Foram utilizados como referéncia de mobilidade
eletroforética, os padrdes de glicosaminoglicanos sulfatados (CS, DS e HS, sendo que CS e DS
migram em conjunto). (2) Heparina (3) veneno; (4) Interacdo entre Heparina e veneno.
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FIGURA 5- AVALIA(;AO DA POSSIVEL PERTUBA(;AO DA LIGACAO DO VENENO DE L.
intermedia A SUPERFICIE CELULAR PELA HEPARINA.

Células endoteliais ap6s 4 dias de plaquamento foram tratadas com veneno de L. intermedia
(40ug/mL) por 4 horas a 37°C, 5% de C02na auséncia e na presenca de Heparina em diferentes
codi¢des. Apenas a marcacgao para o veneno foi revelada (vermelho). Controles negativos (A) células
tratadas com veneno e incubadas apenas com anticorpo anti-lgG de camundongo (que reconhece o
anticorpo para o veneno). (B) células ndo tratadas com veneno e incubadas com anticorpo IgG anti-
veneno e com o anticorpo anti-lgG de camundongo, conjugado com marcador fluorescente em
vermelho. Em (C) a marcagdo para o veneno em células tratadas apenas com o veneno. (D)
marcacado para as células que foram expostas ao veneno e Heparina simultaneamente. (E) marcacao
das células que foram pré-incubadas com Heparina por uma hora, e entdo incubadas com veneno por
quatro horas. (F) marcacgdo para o grupo onde veneno e heparina foram pré-incubados por uma hora
e entdo expostos as células. Nenhuma alteracdo é observada no padrdo de marcagdo do veneno em
nos tratamentos submetidos. O nucleo foi corado em azul com DAPI. Barra = 10pm.
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FIGURA 6 -LIGACAO DO VENENO DE L intermedia NA SUPERFICIE CELULAR DAS CELULAS
ENDOTELIAIS, NA PRESENCA OU AUSENCIA DE HEPARINA E ANALISE EM CITOMETRIA DE
FLUXO.

Células endoteliais ap6s 4 dias de plagueamento foram mantidas na auséncia ou na presenca do
veneno de Loxosceles intermedia (40(jg/uL) por 4 horas a 37°C, 5% de C0O2 na presenca ou
auséncia de Heparina em diferentes situagdes. Apenas a marcacao para o veneno foi revelada. (A) o
histograma roxo representa a intensidade de fluorescéncia das células endoteliais sem o tratamento
com o veneno e incubadas com anticorpo secundario conjugado com marcador fluorescente (que
reconhecem as toxinas do veneno - controle negativo). O histograma das células tratadas com
veneno por 4 horas esta sobreposto como um histograma verde e representa 88% das células
imunomarcadas. Nos demais graficos o histograma roxo representa a marcagado para 0 veneno € o
histograma verde, a marcacdo para o veneno incubado na presenca da heparina, em diferentes
condigBes. (B) histograma verde representa a marcacao a ligacdo do veneno, nas células que foram
expostas simultaneamente ao veneno e heparina. Células imunomarcadas representam 83%. (C)
histograma preto representa a ligagdo do veneno, onde as células foram pré-incubadas com heparina
por uma hora, em entdo incubadas com veneno. Células imunomarcadas representam 79%. (D)
histograma preto representa marcacdo para a ligacdo do veneno, onde o mesmo foi pré-incubado
com heparina por uma hora e entdo expostos para as células. Células imunomarcadas representam
83%. Os graficos foram representativos de triplicata.
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42 LIGACAO ESPECIFICA DAS TOXINAS DO VENENO DE L. infermedia
SOBRE A SUPERFICIE CELULAR DE CELULAS ENDOTELIAIS EM
CULTURA |

Lectinas s&o proteinas nac pertencentes ao sistema imunolégico, porém capazes
de reconhecer sitios especificos em moléculas e ligar-se reversivelmente a
carboidratos especificos, sem aiterar a estrutura covalente das ligagdes glicosidicas
dos sitios (ETZLER, 1985). A especificidade das lectinas com relagdo a diferentes
carboidratos possibilita a sua utilizagdo como marcadores para a investigacdo da
superficie de células (KENNEDY et al., 1995). Essas moléculas sé@o produzidas a
partir da superficie de diferentes bactérias e plantas, o que lhes confere
especificidade para diferentes carboidratos. A lectina utilizada no presente estudo foi
a WGA (Wheat Germ Agglutinin), obtida de Trticum vulgaris, especifica para
residuos de N-acetilglicosamina, marcando assim carboidratos da superficie celular,
como os glicosaminoglicanos, glicoproteinas e glicolipidios que formam o glicocalix.

Na figura 7C podemos observar a marcagao para lectinas em células controles,
mostrando a morfologia tipica de uma célula endotelial em cultura: células altamente
espraiadas com numerosos processos laterais projetando-se do corpo celular,
permitindo uma perfeita adesio sobre a superficie da laminula. Na imagem ampliada
(Fig. 7D), observa-se que essa marcagdo €& bastante pontual, indicando
grupamentos desses carboidratos em sitios especificos sobre a superficie celular.

Apos ¢ tratamento com as toxinas do veneno por quatro horas (Fig. 7E), ha uma
marcante alteracdo morfolégica evidenciada pela retragdo citoplasmatica, percebida
pela relagdo nucleo-citoplasma, quando se compara as céluias controles e as
tratadas, com as células adquirindo um formato arredondado. Observa-se uma
mudan¢a no padrao de marcacado na distribuicdo dos carboidratos da superficie da
célula, que acompanha as alteracdes morfoibgicas. Quando sdo sobrepostas as
marcagdes para a lectina(Fig. 7E) e para o veneno (Fig. 7F) nas células endoteliais
tratadas, observa-se uma co-localizagdo destas marcagdes (Fig. 7G), indicando que
o veneno interage especificamente com estruturas ou moléculas presentes sobre a
superficie celular. Na imagem ampliada (Fig. 7H), percebemos que essa co-
localizagdo é parcial, ha tanto marcagdo para a lectina quanto ligagées do veneno
que nao estdo co-localizados.
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FIGURA 7, IMUNODETECCAO DA LIGACAO DO VENENO DE L intermedia NA SUPERFICIE
CELULAR E CO-LOCALIZACAO COM A LIGAGAO DA LECTINA WGA

Células endoteliais ap6s 4 dias de plagueamento foram mantidas na auséncia ou na presenca do
veneno de Loxosceles intermedia (40pg/uL) por 4 horas a 37*C, 5% de C02 Controles negativos: (A)
células tratadas com veneno, mas incubadas apenas com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado com marcador fluorescente {na auséncia do anticorpo primario); (B) células
nédo tratadas com veneno, incubadas com o anticorpo anti-veneno e com o anticorpo secundario anti-
IgG de camundongo conjugado com marcador fluorescente. Em (C) células ndo tratadas com veneno
foram incubadas com a Lectina WGA conjugada com FITC (verde) (4*g/mL). Note a morfologia tipica
das células endoteliais em cultura e o padrdo de marcagéo para lectina (D). Em (E) células tratadas
com o veneno, mostrando alteracdes morfoldgicas como retracdo celular e mudanga padrédo de
distribuicdo de carboidratos na célula. Em (F) a marcacgdo tipica para as toxinas do veneno
(vermelho), que co-localiza parcialmente com a marcacao para lectina (G e H). O ndcleo foi corado
em azul com DAPI. Imagens obtidas em microscopia de fluorescéncia. Barra indica 10pm.
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Quando foi realizado 0 mesmo experimento em citometria de fluxo, pode-se
comprovar a interacdo do veneno com a superficie da célula (Fig. 8A). Ao analisar a
intensidade da fluorescéncia para a marcagao da lectina em células nédo tratadas e
tratadas (Fig 8B e 8C, respectivamente) com o veneno de L intermedia, observa-se
um deslocamento para a esquerda da marcacdo para as células tratadas (Fig. 8D).
Esse deslocamento indica que nas células tratadas h4 uma reducdo de carboidratos

componentes da superficie celular.

Lectina - célu

controle
N6
FL1-H FL1-H
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/
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FIGURA 8 - CELULAS ENDOTELIAIS MARCADAS PARA LECTINA E VENENO NA PRESENCA OU
NA AUSENCIA DAS TOXINAS DO VENENO DE L.intermedia E ANALISADAS POR CITOMETRIA
DE FLUXO. Células endoteliais em suspensao (1x 10® células/mL) foram mantidas na auséncia ou
na presenca do veneno (4G|jg/mL) por 4 horas a 37°C sob agitacdo branda e apdés o periodo de
incubacéo, foram expostas ou ndo ao anticorpo anti-veneno e revelado com anticorpo secundario
conjugado com marcador fluorescente em vermelho, e/ou expostos a lectina WGA FITC. (A) O
histograma verde representa a intensidade de fluorescéncia das células endoteliais que n&do foram
tratadas com o veneno, mas foram expostas apenas ao anticorpo secundario (controle negativo). O
histograma das células tratadas com veneno por 4 horas esta em roxo e representa 89% das células
imunomarcadas. (B) O histograma roxo representa a intensidade de fluorescéncia para a marcagao
de lectina em células controle, isto €, na auséncia do veneno. Em (C) o histograma roxo representa a
intensidade de fluorescéncia para a marcacdo de lectina em células tratadas com as toxinas do
veneno. Em (D) com a sobreposicdo dos dois histogramas para a florescéncia da lectina pode-se
observar que ha um deslocamento da fluorescéncia para a esquerda quando as células sao tratadas
com o veneno (histograma preto) em comparagdo com o histograma para as células controle
(histograma roxo), mostrando uma diminuicdo da marcacdo, sugerindo uma menor quantidade de
carboidratos resultantes do tratamento com o veneno.



4.3. !NTERACAO DAS TOXINAS DO VENENO COM RECEPTORES
INTEGRINICOS PRESENTES EM CELULAS ENDOTELIAIS

Integrinas sdo receptores heterodiméricos de superficie celular sendo formadas
por duas subunidades de glicoproteinas associadas néo-covalentemente,
subunidades o e B. Existem 18 subunidades o e 18 subunidades B que se associam
para formar 24 heterodimeros diferentes. Essas subunidades consistem de grandes
dominios extracelulares, um Unico dominio traﬁsmembi’aﬁar € um pequeno dominio
citosdlico (HYNES, 1992). A sinalizagdo mediada pelas integrinas é essencial para
varios mecanismos celulares, como a adesao, migra¢do, proliferagdo, sobrevivéncia,
espraiamento e diferenciacdo celular. Entretanto, as integrinas n&o possuem
atividade enzimatica intrinseca, e para transduzir sinais, elas dependem do
recrutamento de estruturas citoplasmaticas e de proteinas sinalizadoras
{(SCHWARTZ, 2001). Sao os elementos chaves que permitem a célula interagir com
0 ambiente sendo os mais importantes receptores para as proteinas da matriz
extracelular, como fibronectina, iamininas, colagenos ou vitronectina, podendo uma
integrina se ligar a diferentes ligantes, ou varias integrinas diferentes se ligarem a
apenas um ligante (RUEGG, et al., 2004).

As céiulas endoteliais expressam, peio menos, 13 diferentes integrinas,
dependendo do seu estagio de desenvolvimento, diferenciacdo e fungdo, que se
ligam a diferentes moléculas da matriz extracelular. S&o elas: integrinas o1, 021,
asfr, oaB1, osP1, eB1, oePs, asBi, aefr, avB1, avPs, avPs € avPs (RUEGG, et al,
2004). Note que nove dessas integrinas presentes em células endoteliais possuem a
subunidade $1, demonstrando sua importancia para os processos que as integrinas
medeiam nesse tipo celular.

Através de imunomarcagdo com uso de anticorpo contra a subunidade f1 das
integrinas, observou-se o seu perfil de expressdo destas tanto em células endoteliais
nado tratadas (Fig. 9C e 9D), quanto tratadas com as toxinas do veneno de L.
intermedia (Fig. 9F). E pela sobreposigdo com a marcagao tipica para as toxinas do
veneno (Fig. 9E), pode-se inferir sobre a interagdo do veneno com esses receptores
(Fig. 9G). A imagem ampliada dessa co-localizagdo (Fig. 9H) permite visualizar com
clareza essa sobreposicdo, sendo que provavelmente 0 veneno nao interage sobre
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FIGURA 09- CO-LOCALIZACAO DA LIGACAO DO VENENO COM A SUBUNIDADE p, DAS
INTEGRINAS PRESENTES EM CELULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA

Células endoteliais ap6s 4 dias de plaqueamento foram mantidas na auséncia ou na presenca do
veneno de Loxosceles intermedia (40]jg/uL) por 4 horas a 37°C, 5% de C 0 2 Controles negativos: (A)
células tratadas com veneno incubadas apenas com anticorpo secundario anti-lgG (que reconhece o
anticorpo anti-pi) conjugado com marcador fluorescente em vermelho. (B) células tratadas com
veneno e incubadas apenas com anticorpo (secundario) anti-lgG de mouse (que reconhece o
anticorpo para o veneno) conjugado com marcador fluorescente em verde. (C) marcacdo para a
subunidade pi em células endoteliais ndo tratadas com o veneno (vermelho) e um célula em detalhe
€ visualizada em D. Em (E) marcacao tipica do veneno sobre a superficie da célula (verde). (F)
marcacao da subunidade pi em células tratadas com veneno. (G) a co-localizacdo das marcacgfes do
veneno e da subunidade Pi das integrinas. O nucleo foi corado em azul com DAPl. Imagens obtidas
em microscopia de fluorescéncia. Barra = 10 pm.
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todas as integrinas, pois h& nitida regido de pi (marcacédo vermelha) sem nenhuma
co-localizagéo.

Quando imunomarcou-se as subunidades Pi das integrinas em células
endotelias por citometria de fluxo, percebe-se um deslocamento da marcacéao para a
esquerda quando comparam-se as células controle e as células tratadas (Fig. 10).
Tal resultado pode estar indicando uma acdo do veneno de L intermedia sobre

essas subunidades dos receptores integrinicos.

FIGURA 10- AVALIACAO DA CO-LOCALIZACAO DA LIGAGCAO DO VENENO DE L.intermedia COM
SUBUNIDADE POR CITOMETRIA DE FLUXO.

Células endoteliais em suspensédo (1x 106 células/mL) foram mantidas na auséncia e na presenca do
veneno (40jjg/mL) por 4 horas a 37°C sob agitacdo branda e ap6s o periodo de incubagédo, foram
marcadas com anticorpos que reconhecem a subunidade de integrinas. (A) o histograma verde
representa a intensidade de fluorescéncia das células endoteliais sem o tratamento com o veneno e
incubadas com anticorpos secundario que reconhecem o anticorpo anti-p! (controle secundario). O
histograma roxo indica a intensidade de fluorescéncia das células endoteliais sem o tratamento com o

veneno, imunomarcadas para a subunidade As células marcadas representam 39%. (B) o
histograma roxo indica a intensidade de fluorescéncia das células endoteliais tratadas com o veneno
de L intermedia marcadas para a subunidade Podemos observar um deslocamento para a

esquerda da marcacgdo, sendo que as células imunomarcadas representam cerca de 7% do total.



Dentre os diferentes tipos de integrinas presentes em células endoteliais, a
integrina asPy € conhecida como o receptor de fibronectina. Embora outras integrinas
também reconhecam fibronectina, sua expressdo & ubiquoa em multiplos tipos
celulares e sua interagio com fibronectina permite inimeros processos de dinamicas
celulares: a adesao e proliferacdo celular, a saida do ciclo celular, a morte ou a
diferenciacdo (MILLIANO& LUXON, 2003).

De maneira semelhante a imunomarcagdo para a subunidade 84, quando
utilizamos anticorpos que reconhecem a integrina especifica asp1, observamos uma
co-localizagdo da marcacgao para as toxinas do veneno com esta integrina (Fig. 11G
e em maior aumento Fig. 11H), indicando que o veneno de L. intermedia interage
com esses receptores da superficie celular. Além disso, as imagens da marcagio
para a integrina em céluias controles (Fig 11C e 11D) e células tratadas (Fig 11F),
confirmam, mais uma vez, as alteragbes morfolégicas induzidas pelo veneno, com
as células sofrendo retragcéo citoplasmatica e perda do espraiamento, indicando uma
perda da adesado celular, cujas dindmicas estdo diretamente vinculada a este
receptor.
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FIGURA 11. CO-LOCALIZACAO DAS TOXINAS DO VENENO COM A INTEGRINA a531
PRESENTE EM CELULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA. Células endoteliais com 4 dias de
plagueamento foram mantidas na auséncia e na presenca do veneno de L intermedia (40ug/mL) por
4 horas a 37°C, 5% de C02. Controles negativos: (A) células tratadas com veneno incubadas apenas
com anticorpo IgG anti-goat que reconhece o anticorpo anti a5{31. (B) células tratadas com veneno
incubadas apenas com anticorpo IgG anti-mouse que reconhece o anticorpo para o veneno. Em (C) e
(D) o padrédo de marcagéo para a integrina a531 em células endoteliais ndo tratadas com o veneno
(vermelho). Em (E) marcacao tipica do veneno sobre a superficie da célula (verde). (F) marcacao da
integrina abpl em células tratadas com veneno. (G) e (H) co-localizagdo das marcac¢des do veneno e
da integrina adpi, evidenciada pela coloracdo amarela resultante da sobreposicdo das duas
marcacdes individuais da integrina e do veneno. Imagens capturadas em microscopio confocal. Varra
indica 10 jjm.
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44 AL TERAC@ES INDUZIDAS PELO VENENO DE L. infermedia SOBRE O
PROCESSO DE PROLIFERAGAO CELULAR.

Tradicionalmente, a determinagdo da proliferagdo celular é feita pela
contagem de células vidveis apds o tratamento com um corante vital. Métodos
alternativos incluem a mensuragéo da incorporacdo de um radiois6topo, como a
medigdo da sintese de DNA, contadores de céiulas automaticos e outras técnicas
para revelar corantes especificos e a atividade celular. Neste trabalho, foram
empregados dois métodos distintos para o estudo da proliferacdo de células
endoteliais: contagem automatizada (citometria de fluxo) e método baseado na
metabolizagdo do MTT.

A andlise pela técnica de citometria de fluxo revelou que culturas de células
endoteliais apresentam duas populacdes distintas (Fig. 12). Observando o tamanho
celular e sua granulosidade, ou seja, a complexidade das organelas apresentada,
pode-se distinguir & R3 como sendo uma populacdo de células integras e a R2 uma
populagdo composta de fragmentos celulares. O tratamento por 48 horas apresenta
um numero maior de células porque essas tiveram um tempo maior para se
multiplicar. Comparando os graficos de tratamento por 24 horas, para células
controle (Fig. 12A) e para células tratadas com veneno (Fig. 12C), ndo foi
encontrada uma diferenca significativa aparente na localizacdo das células dentro
das duas populagdes, porém ao analisar 0 nimero de eventos encontrados antes e
depois do tratamento ap6s esse periodo (Tab. 2) obteve-se uma redugao do nimero
de células (p<0.05), ou seja, uma diminuigdo na proliferagdo celular apds a
exposi¢cdo ao veneno por 24 horas. Apds 48 horas de tratamento, o namero de
eventos contados pelo citbmetro teve. um aumento significativo (Tab. 1), entretanto, a
quase totalidade dos eventos encontra-se na populagdo R2 (Figuras 12B para ©
controle e 12D para o tratado). Baseando-se no fato de que a populacdo R2 é
composta por fragmentos ceiulares, podemos sugerir que apos 48 horas de
tratamento o0 venenc observa-se morte celular,
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FIGURA 12- CELULAS ENDOTEUAIS TRATADAS COM VENENO DE L intermedia E ANALISADAS
POR TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO. Culturas d© células endoteliais apresentam duas
populagdes distintas quando analisadas por citometria de fluxo. R3 representa uma populacdo de
células integras e R2 é composta de fragmentos celulares. Comparando a localizagdo das células
controle e tratadas nos seus respectivos tempos de tratamento, conclui-se que apés 24 horas ha uma
discreta reducdo na proliferacédo celular e que apds 48 horas o veneno pode induzir a morte celular,

com grande aumento do numero de fragmentos celulares dentro da populacdo de R2. Graficos
representativos de trés experimentos.

Proliferacdo de células endoteliais por citometria de fluxo

24 horas 48 horas
Total R2 R3 Total R2 R3
Controle 3240 406 2366 7095 1161 5587
Tratado 2865 599 2227 57700 45176 1409

TABELA 02- PROLIFERACAO DE CELULAS ENDOTELIAIS APOS O TRATAMENTO COM
VENENO DE L. intermedia POR 24 E 48 HORAS POR CITOMETRIA DE FLUXO. Ap6s 24 horas o
nimero total de eventos diminui significativamente (p<0,05). Em 48 horas, ha um aumento
expressivo na populacdo R2, que é representada por fragmentos celulares. Esse resultado mostra
que 48 horas ap0s de exposicdo do veneno, evidencia-se que a maioria das células estdo mortas.
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A anadlise da proliferacdo celular pelo método do MTT /iambém foi realizada
apos o tratamento das células com o veneno da L. intermedia por 24 e 48 horas. A
técnica do MTT mede a atividade das céluias viaveis através da atividade da
desidrogenasse mitocondrial. O componente chave é o 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il}-2-5-
difenil brometo tetrazolium ou MTT. O MTT solubilizado no meio de cultura tém uma
cor amarelada. Porém, a desidrogenase mitocondrial das células viadveis cliva o anel
de tetrazolium do composto, formando cristais purpuras de formazam que séo
insoliveis em solugbes aquosas e, portanto, s&@o dissolvidos em isopropanol
acidificado. A solugdo purpura resultante @ medida em espectofotometro. Um
aumento do nimero de céluias resulta num aumento da quantidade dos cristais de
formazam formados e num aumento da absorbancia. Apds 24 horas de tratamento
das células endoteliais com o veneno de L. infermedia (Fig. 13A), observou-se que a
absorbancia da cultura de células tratadas era metade em comparacdo com as
células controle, indicando que o veneno causa uma‘redug:éo na proliferagao celular
)yesse periodo de tratamento. Esse dado confere com a redugdo observada no
experimento de proliferagdo em citometro de fluxo. Apds 48 horas de tratamento
{Fig. 13B), observa-se da mesma maneira uma reducéo da proliferacéo das células
porém de maneira menos acentuada. Todavia, esse resultado deve ser interpretado
com cuidado, uma vez que no experimento utilizando citometria de fluxo houve o
aparecimento de muitos fragmentos, em 48 horas, sugerindo morte celular. Além
disso, o0 método do MTT tem algumas limitagdes influenciadas pelo estado fisiolégico
das células e pela variagdo da atividade da desidrogenase mitocondrial nos
diferentes tipos celulares. Assim, se apds 48 horas ocorre morte celular obtem-se
um nimero menor de células para metabolizagdo do MTT.
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FIGURA 13 - EFEITO DO VENENO DE L intermedia SOBRE A PROLIFERACAO DE CELULAS
ENDOTELIAIS BASEADO NO METODO DO MTT. No gréafico (A), as células endoteliais foram
tratadas por 24 horas com o veneno de L. intermedia. Observa-se que as células endoteliais tratadas
apresentam metade da absorbancia das néo tratadas, indicando que o veneno causa uma diminuigdo
na proliferacéo celular. No grafico (B), as células foram tratadas por 48 horas mostrando assim como
o grafico de 24 horas que o veneno reduz a proliferagdo celular todavia, de maneira menos
acentuada.
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45 ANALISE ULTRAESTQUTURAL DAS CELULAS ENDOTELIAIS TRATADAS
COM VENENO DE L. intermedia

Células endoteliais em cultura foram tratadas por 24 ou 48 horas com as toxinas
do veneno de L. intermedia, numa concentragdo de 20ug/mL. Optou-se por trabalhar
com uma menor concentracdo que a inoculada (40ug/mL), tanto nesse ensaio,
guanto no da proliferagcdo, para poder avaliar os efeitos do veneno por um periodo
de tempo mais longo de exposigéo.

Apds 24 horas de exposicdo as toxinas presentes no veneno, observa-se gue as
células apresentam morfologia bastante alterada, todavia, ainda permanecem
aderidas ao substrato (dados ndo mostrados). J& apds 48 horas de tratamento,
aproximadamente mais da metade das células perderam o contato com o substrato.
Foi possivel observar que estas céluias apresentam um citoplasma com aspecio de
corpos vesiculares (bolhoso), o que nos levou a investigar qual seria a origem
destes, empregando para tanto analise ultraestrutural por Microscopia Eletronica de
Transmissao.

Com as analises ultraestruturais, pode-se observar a morfologia tipica de células
endoteliais nos grupos controles, isto €, sem tratamento com o veneno (Fig. 14).
Nesta condigdo, as células t&m aspecto alongando (Fig.14A), refletindo sua
aderéncia ao substrato. O nucleo apresenta-se oval acompanhando a morfologia
celular. Apresenta-se muito ativo com predominio de eucromatina e nuciéolo grande
e bem evidente. Observa-se pouca heterocromatina e quando presente, é
visualizada junto ao envoltério nuclear (Fig. 14B). H& presenga de caracteristicos
poros nucleares e compiexos de Golgi bem desenvolvido, organizado em pilhas (Fig.
14C e D). O citoplasma apresenta corpos elétrondensos semelhantes a lisossomos
(Fig. 14C), reticulo endoplasmatico bem desenvolvido, mitocéndrias (Fig. 14E) e
vesiculas pinociticas ao iongo de toda a membrana plasmatica (Fig. 14F). Essa €
uma dinamica tipica dessa linhagem celular, visto sua localizagdo e fungdo na
formacao do endotélio dos vasos, onde ela transporta ativamente solutos de um lado
a outro da sua membrana.

Nas células expostas ao veneno por 24 horas podemos observar, nas imagens
da Figura 15, nitidas alteragdes na ultraestrutura da célula. Apds esta exposicéo, as
células perdem parte da adesividade ac substrato, como consequéncia, hd uma



eféti"va reducdo do corpo celular, onde as células assumem uma morfologia menor e
arredondada (Fig. 15A). Ainda nessa imagem, podemos evidenciar caracteristicos
corpos vesiculares, projecbes membranares semelhantes a “blebs”. Tais estruturas,
quando em maior magnitude (Fig.15F), demonstram em seu interior restos celulares,
formados por material elétrondenso e membranas celulares. Possivelmente, essas
estruturas sdo decorrentes do sofrimento celular apds exposigéo a estas toxinas,
com as células excretando seus contetdos citoplasmaticos, estratégia empregada
por células que morrem pelo mecanismo de necrose. Podemos ainda observar que o
contorno do nucleo celular assume bordos irregulares com inGmeras reentrancias.
Neste, observa-se predominios de eucromatina e nucléolo bem evidente (Fig. 15B).
As imagens 15C, 15D, 15E e 15F evidenciam dep0@sitos elétrondensos no citoplasma
celular. O complexo de Golgi apresenta-se com arquitetura tipica (Fig. 15C). Na
figura 15E, observam-se mitocdndrias sem integridade ultraestrutural e é possivel,
na figura 15F, notar que estas estdo envolvidas por membranas, mecanismo este
semelhante ao processo autofagico desenvolvido pelas membranas do reticulo
endoplasmatico. Ha ainda poucos, mas amplos, corpos vacuolares no citoplasma
destas células (Fig.15E).

Apds o tratamento por 48 horas na presenca das toxinas do veneno
loxoscélico, as células endoteliais apresentam altera¢des ainda mais pronunciadas.
Estas apresentam-se menores e ha sobre a superficie celular caracteristicos corpos
vesiculares e projecdes globulares ao redor de toda a superficie celular. Ainda é
possivel observar células com nGcleo picnético, evidenciando morte celular (Fig.
16A). Todavia, ha células que mesmo apés 48 horas de exposi¢cdc ao veneno
apresentam apenas o0 nuacleo com contornos irregulares, mantendo-se com
predominio de eucromatina e nuciéoio bem evidente (Fig. 16B). ApOs este periodo
de exposicd0, 0 que mais chama atengédo € ¢ aumento de corpos elétrondensos
semelhantes a lisossomos (Fig. 16C e E). O citoplasma apresenta iniUmeros espacos
vacuolares (Fig. 16D) e o compiexo de Goigi mantém-se uitraestruturaimente
‘ preservado (Fig. 16F).



FIGURA 14. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS CELULAS ENDOTELAIS NAO EXPOSTAS AO
VENENODEL intermedia

Células endotelias foram mantidas em cultura até atingirem a confluéncia e entdo, foram submetidas
ao processamento para microscopia eletrdnica de transmissdo, conforme descrito em Métodos. (A)
imagem panoramica das células. (B) detalhe do nucleo, com destaque para o nucléolo. (C) detalhe do
citoplasma dessa célula, mostrando sua organizagdo ultraestrutural. Setas pretas vazadas indicam
organelas semelhantes a lisossomos; seta branca cheia poro nuclear. (D) detalhe do complexo de
Golgi. (E) duas mitocdndrias com cristas mitocdndrias bem organizadas e reticulo endoplasmético
rugoso bem evidente, sendo possivel observar os ribossomos. (F) detalhe da regido préxima a
membrana celular, com as setas indicando vesiculas de micropinocitose.(N) nucleo celular; (Nu)
nucléolo; (Ht) heterocromatina; (Cg) complexo de Golgi; (Re) reticulo endoplasmatico; (Mt)
mitocdndrias;






FIGURA 15. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE CELULAS ENDOTELAIS TRATADAS POR 24
HORAS COM VENENO DE L. intermedia.

Células endotelias foram mantidas em cultura até atingirem a confluéncia e entdo, foram expostas ao
veneno de L. intermedia por 24 horas. (A) imagem panoramica das células, mostrando profunda
alteracdo morfologica. (B) detalhe do ndcleo, com destaque para o nucléolo. Setas indicam
reentrancias na membrana nuclear (C) detalhe do complexo de Golgi alterado e a presenca de trés
corpos multivesiculares, estruturas comuns nas células tratadas, espalhados por todo o citoplasma.
(D) evidéncia de material eletrondenso acumulado por todo o citoplasma da célula (E) grande
vesicula formada no interior do citoplasma (F) detalhe da regido proxima a membrana celular, com
destaque para vesiculas que as células parecem estar langcando para fora, contendo material celular.
Note também algumas mitocondrias com as cristas mitocondrias desorganizadas. (N) nucleo celular;
(Nu) nucléolo; (Cg) complexo de Golgi; (Mt) mitocéndrias; (V) vacuolo.
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FIGURA 16. ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE CELULAS ENDOTELAIS TRATADAS POR 48
HORAS COM VENENO DE L intermedia.

Células endotelias foram mantidas em cultura até a confluéncia e entdo, foram incubadas veneno de
L. intermedia por 48 horas. (A) imagem panoramica das células, mostrando alteragdo morfoldgica
ainda mais pronunciada. (B) detalhe do nudcleo, com destaque para o nucléolo (C) detalhe do
citoplasma, mostrando aumento da presenga de lisossomos (D) e (E) detalhe das grandes vesiculas
formadas no interior do citoplasma das células (F) detalhe do complexo de Golgi. (N) nicleo; (Nu)
nucléolo; (V) vacuolos.
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46. COLORAGAO VITAL DAS CELULAS ENDOTELIAIS COM LARANJA DE
ACRIDINA NA AUSENCIA ou NA PRESENCA DO VENENO DE L.
intermedia

A coloragéo vital com laranja de acridina baseia-se na interagdo do corante tanto
com o DNA quanto com compartimentos acidos (endossomos e lisossomos) e RNA
citoplasmaticos. Trata-se de um corante fluorescente que atravessa facilmente as
membranas biolégicas. Ao intercalar-se com o DNA, o corante emite fluorescéncia
verde, quando excitado em azul. Por possuir propriedades bésicas, ele é acumulado
nos lisossomos que, devido a presenca de bombas de prétons dependentes de ATP,

apresentam um pH baixo em seu interior. Uma vez dentro do compartimento, o

corante é protonado e fica aprisionado na organela, sendo a fluorescéncia vermelha

emitida em reflexo do menor pH. Quanto a sua interagdo com o RNA, ela se deve ao
fato do RNA (em células em crescimento que estdo sintetizando proteinas) ser
responsavel pela propriedade baséfila do citoplasma, que permite a esse ser corado
com corantes basicos como o laranja de acridina através de uma interacdo
eletrostatica. A emissdo de fluorescéncia verde ou vermelha pelo laranja de acridina
promove uma boa estimativa do contetdo celular de DNA e de RNA, sendo,
também, um método util para detectar gradientes intracelulares de pH. |

Na figura 17 estdo as imagens obtidas para as células endoteliais tratadas
com veneno (20ug/mL) por 3, 6, 24 e 48 horas, e expostas para o corante vital —
laranja de acridina. Como esperando, nos grupos controles ndo observamos
nenhuma alteragdo (Fig.17A-D). Para os grupo tratados, é possivel observar
alteragbes evidentes, desde 24 horas de tratamento, onde a retracdo citoplasmatica

é bastante acentuada, uma vez que praticamente ndo é mais possivel observarmos

a marcagao vermelha nas células. Apds 48 horas de tratamento podemos observar

sinais de morte celular tais como a redugdo citoplasmatica e a condensagdo da

cromatina.
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FIGURA 17. COLORAGAO VITAL DE CELULAS ENDOTELIAIS COM LARANJA DE ACRIDINA.
(A-D) representam células endoteliais incubadas com meio F12 durante 3, 6, 24 e 48 horas,
respectivamente. (E-H) representam células endoteliais em cultura tratadas com veneno de L
intermedia (20 lag/mL), também durante 3, 6, 24 e 48 horas respectivamente. Nas células
consideradas como controles, ndo foi observado nenhuma alteragdo. Contudo, nas células
tratadas por 48 horas pode-se observar sinais de morte celular, tais como condensacgdo da
cromatina e contracao do citoplasma (H).
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4.7. CO-LOCALIZAGAO DAS TOXINAS DO VENENO DE L. intermedia COM OS
LISOSSOMOS DE CELULAS ENDOTELIAIS.

O composto LysoTracker & acidotrépico e por isso € empregado para marcar
organelas acidas em células vivas. A molécula consiste de um fluoréforo ligado a
uma base fraca que é parcialmente protonada apenas em pH neutro, penetrando
facilmente pela membrana plasmatica, concentrando-se tipicamente em organelas
esfeéricas.

Apéds 4 horas de tratamento com as toxinas do veneno de L. intermedia pode-se
visualizar uma co-localizagdo da marcagdo do veneno com os lisossomos das
células endoteliais marcados pelo Lysotracker (Fig 18). Comparando as imagens da
marcagao para 0 veneno com a marcagao para os lisossomos, observa-se que nem
todos os lisossomos co-localizam com a marcagdo do veneno (Fig. 18C e D),
contudo isso pode refletir no tempo de incubagao do veneno.

Com base nesse resultado podemos sugerir que alguma(s) das toxinas que
compde o veneno podem estar sendo endocitadas pela célula endotelial. Essa é a
primeira evidéncia na literatura de que pode ocorrer endocitose das toxinas do
veneno por linhagens celulares.



FIGURA 18 - CO-LOCALIZACAO DAS TOXINAS DO VENENO COM LISOSSOMOS DAS CELULAS
ENDOTELIAIS. Células endoteliais foram expostas ao veneno (40[ig/ml) por 24 horas. Na Ultima hora
restante da incubacao, foram expostas simultaneamente com LysoTracker Red (500nM). Apds o periodo
de incubacao, as células foram processadas para a deteccdo da ligagdo do veneno, conforme descrito
em Métodos e entdo foram visualizadas em microscopia de fluorescéncia. Em (A) células tratadas com
veneno e incubadas apenas com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (que reconhece o
anticorpo para as toxinas do veneno) conjugado com marcador fluorescente em verde. (B) Células nao
tratadas com o veneno, mas incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (que
reconhece o anticorpo para as toxinas do veneno) conjugado com marcador fluorescente em verde. Em
(C) o padrdo de distribuicdo da marcacdo das toxinas do veneno sobre a célula (em verde),
demonstrando sua distribuicdo sobre a superficie celular e sua internalizagdo, evidenciada pela co-
localizagé@o (E) com lisossomos marcados pelo Lysotracker (D) (em vermelho). Em (F), (G) e (H) imagens
ampliadas; as setas indicam co-localizagdao. O nucleo foi corado em azul com DAPI. Barra = 10pm.
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5. DISCUSSAQ

As consequéncias hemorragicas observadas apés o envenenamentd com
aranhas do género Loxosceles spp. parecem ser molecularmente complexas.
Problemas hemostaticos induzidos pelas toxinas do veneno loxoscélico como
desordens na agregagdo plaquetaria, coagulagdo vascular disseminada, e
hemorragia na derme, podem ser associados com a presengca dessas toxinas
alterando a integridade da parede dos vasos, especialmente no nivel das células
endoteliais e da matriz subendotelial (VEIGA et al., 2001a).

PALUDO et al. (2006) demonstraram que alteragdes envolvendo a degeneracao
na parede dos vasos sanglineos observados apds acidentes envolvendo L.
intermedia resultam n@o apenas ao efeito degradativo do veneno sobre moléculas
da matriz extraceluiar ou da massiva infiltragdo leucocitaria, mas também de uma
atividade direta e primaria das toxinas sobre as células endoteliais.

No presente trabalho, demonstramos evidéncias adicionais da ag¢do deletéria
direta do veneno de aranha marrom sobre céluias endoteliais em cultura em um
sistema livre de leucdcitos.

Quanto a interagdo das toxinas do veneno de L. intermedia sobre a superficie
das células endoteliais, PALUDO et al. (2006) as detectaram como “planted
antigens”, isto &, depositados sobre a superficie celular e sobre a matriz extraceiuiar
subendotelial. Baseados nos nossos resultados podemos inferir que essa ligagdo
possui uma especificidade independente de cargas, visto que a incubacao tanto das
células com 0 veneno, na presencga da heparina, um giicosaminoglicano aitamente
negativo, nao foi capaz de deslocar a ligacdo do veneno a superficie da célula (Fig.
5 e 6). Tal ensaio foi realizado uma vez que a heparina € um polissacarideo
altamente sulfatado, razéo pela qual € uma molécula com carga negativa (NADER et
al., 2001), e por outro lado, o veneno é composto por diferentes proteinas com carga
liquida positiva (SILVA, et al. 2004), o que poderia induzir interacéo entre estes dois
compostos. De fato, em ensaios “in vitro” (Fig. 4) as toxinas presentes no veneno,
sdo capazes de interagir com esse polissacarideo. No entanto, ndo foi observada
nenhuma perturbagio da ligagdo do veneno com a superficie celular.

Através da co-localizagdo da marcagéc para 0 veneno, com a ligagdo da Lectina
WGA, foi possivel demonstrar que o veneno interage especificamente com a



superficie celular, especialmente com os carboidratos, nos quais podemos incluir
glicoproteinas, glicolipideos, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (Fig. 7). Essas e
outras moiéculas formam o glicocalix, um revestimento da superficie celular
carregado negativamente que contribui em todas as fungdes do endotélio,
especialmente na permeabilidade, limitando a passagem de macromoléculas
(MEHTA & MALIK, 20086). Pelo ensaio em citometria de fluxo onde revelamos a

marcacao para lectina em células na auséncia e na presenca das toxinas do veneno,

§EA

percebemos uma reducdo na expressao desses polissacarideos de superficie celular
nas células tratadas com o veneno (Fig. 8). Esse ensaioc pode estar relacionado com
os dados na literatura, os quais demonstram que dentre as toxinas que compdem o
veneno loxosceélico estdo hiaiuronidades, que degradam o &cido hialurbnico e
residuos do proteoglicanc de condroitim sulfato (SILVA et al,. 2004). Além disso, o
veneno é capaz de clivar o proteoglicano de heparam sulfato de células endoteliais
(VEIGA et al., 2001a). Entretanto, ndo sabemos se 0 veneno € capaz de degradar
ainda outros polissacarideos que compdem a superficie celular.

Também através de imunomarcagao verificamos que o veneno de L. intermedia
interage com receptores integrinicos da superficie celular, em especial aqueies
formados pela subunidade B4 (Fig. 9) e com o receptor especifico, a integrina osf+
(Fig. 11). Através da analise de citometria de fluxo para a marcacao da subunidade
$1 das células endoteliais podemos demonstrar que o veneno de L. intermedia
apresenta ag8c sobre esses receptores, fazendo com que células expostas ao
veneno diminuam significativamente sua expressao (Fig. 10).

Como anteriormente descrito esses receptores de superficie sdo importanies
mediadores de varios processos celulares, incluindo a adesio celular dentre outras
dindmicas. Como previamente discutido, a subunidade B1 esta presente em nove
tipos de integrinas diferentes nas céiulas endoteliais e esses receptores medeiam a
interacdo dessa ceélula com varias moléculas, dentre elas colagenos, laminina,
vitronectina e fibronectina (RUEGG et al, 2004). Em especial a integrina asf,
interage especificamente com a fibronectina, e varias aiteragbes provocadas peio
veneno loxoscélico envolvendo essa glicoproteina tém sido descritas. FEITOSA ef
al. (1998) demonstraram que o veneno possui metaloproteinases capazes de clivar
essa moiécula em soiug@o e PALUDO et al. (2006) demonstraram que o veneno



- degrada a fibronectina sintetizada pela prépria célula endotelial in vivo. Esses
autores também verificaram que a adesdo das células sobre a fibronectina foi
significativamente inibida quando essas foram diretamente expostas ao veneno.

Ainda,

VEIGA et al. (2001a) demonstraram que células endoteliais tratadas com o
veneno por até 18 horas, embora desaderidas do substrato, permanecem viaveis,
sendo capazes de restabelecer suas caracteristicas normais, quando colocadas para
aderir novamente, na auséncia do veneno. Estudando o mecanismo de proliferagéo
celular, observamos que, apds a exposi¢do ac veneno por 24 horas, é observado
uma reducdo na proliferacdo das células endoteliais. Ainda, a acdo deste sobre as
células por 48 horas, demonstra que € capaz de induzir a morte ceiular. (Fig. 12 e
13). Esta é a primeira evidéncia das lesOes induzidas pelc veneno apds uma
exposi¢ao prolongada.

Evidéncia adicionai de que o veneno leva a morte ceiuiar foi observada nos
ensaios com celoragao vital com laranja de acridina (Fig. 17), onde observa-se que
nas células tratadas por 48 horas, é evidente o0s sinais de morte celular como a
condensacao da cromatina e a retracéo citoplasmatica.

Estes resultados ndo demonstram por qual mecanismo as células endoteliais
estdo sendo induzidas a morte, todavia podemos inferir que esta associado aos
efeitos do veneno sobre a desadesdo das células ao substrato, visto gue apds 48
horas de tratamento com o veneno as células estdo, quase que em sua maioria, em
suspensdo. A adesio celular & importante para a promogéo da sobrevivéncia, uma
vez que, as células que perdem a sua adesividade estdo condicionadas a morrer por
desalojamento, processo denominado de “anoikis” (RUEGG, et al., 2004), sendo que
o citoesqueleto desempenha um papel essencial para a manutencdo desta
dindmica. Um colapso no citoesqueleto seguide de desadesdo resulta em uma
ruptura de padrdes de sinalizagbes de sobrevivéncia conduzindo a morte celular
(KULMS et al.,, 2002). PALUDO et al. (2006) demonstraram que o tratamenio por
trés horas com as toxinas do veneno ja é capaz de provocar uma desorganizagido
dos filamentos de actina das células endoteliais, todavia por esse periodo de
tratamento as células permanecem viaveis.

A acdo das toxinas do veneno de L. intermedia sobre células endoteliais em
cultura tratadas por trés horas conduz a alteracbes morfologicas inciuindo retragéo



citoplasmatica com reorganizago dos processos laterais, perda da adesio célula -
célula e da ades&o ao substrato, que vai se tornando mais evidente com incubagbes
mais iongas com o veneno (PALUDO ef al., 2006). A ligag&ao da iectina WGA apds o
tratamento com o veneno (Fig. 7) também nos permitiram afirmar acerca dessas
alteragbes morfologicas. Além disso, a andlise por microscopia eletrbnica de
transmissdo nos permitiu descrever as alteragdes ultraestruturais induzidas pelas
toxinas do veneno em células endoteliais expostas a tempos prolongados, 24 e 48
horas (Fig. 14, 15 e 16). As células expostas as toxinas do veneno por 24 horas
apresentam inumeros sinais de sofrimento celular, como invaginagdes na membrana
nuclear e alteracdes nas estruturas de mitocdndrias. Além disso, o citoplasma destas
céluias encontra-se bastante desorganizado, e € possivel observar a presencga de
inimeros corpos multivesiculares, deposicBes eléfrondenscs e ¢ surgimento de
algumas vesiculas e corpos vacuolares. Apés 48 horas de exposicdo ao veneno, 0
niimero de vesiculas ao iongo do citoplasma aumenta e a céiuia passa a apresentar
grande quantidade de lisossomos. Um outro dado interessante, € que as células
passam a apresentar projecdes globulares em torno da sua membrana plasmatica,
as quais aparentam conter restos celulares, sugerindo que a céiula esta sofrendo
autofagia e liberagdo por exocitose de seu conteuido citoplasmatico.

Processos de morte celular envolvendo alteragbes morfoldgicas, como
comprometimento da arquitetura nuclear, evidenciado por contornos irregulares,
nucleo picnético com compactagéo da cromatina, so evidentes apds a exposicio as
toxinas do veneno. Qutra caracteristica encontrada nas células expostas as toxinas
do venenoc é a presencga de projecbes membranares (“blebs”) ac redor da superficie
celular. Estes processos sdo descritos em vérios mecanismos que induzem o
sofrimento ceiular evoiuindo para a morte (MAJANO, 1995 & KIMURA et ai., 2000).
Estes séo descritos como processos de autofagia de parte dos conteldos celulares,
com extrusédo destes corpos vesiculares por mecanismo de exocitose. Pela técnica
de iaranja de acridiha (Fig. 17) supdem-se que estes sa@o compartimenios
endossomais (compartimentos acidos). A presenga de vactolos no interior de
células em sofrimento também & descrito na literatura como indicativo de apoptose.
Todavia, para se ter a reai fungao, destes e do seu contetdo, ha a necessidade de

uma investigacdo com técnicas mais especificas.
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Através do enszio de imunomarcacédo do veneno em células permeabilizadas, e
sua co-localizagdo com os lisossomos da célula (Fig. 18), podemos concluir que,
além marcagéo tipica observada para as toxinas do veneno na superficie das céiulas
endoteliais, quando observado em células ndo permeabilizadas, ocorre também a
sua internalizagao, evidente apenas quando as células sdo permeabilizadas e, desta
forma sendo possivel acessar o interior da célula para a devida revelagdo com o
anticorpo secundario. Com base nesse resultado podemos sugerir que algumaf(s)
das toxinas que compde o veneno pode(m) estar sendo internalizadas pelas células
endoteliais. Essa & a primeira evidéncia de que ocorre endocitose das toxinas do
veneno loxoscélico por linhagens celulares, as quais tem na sua via endocitica, a
fusdo com os lisossomos. Tal resultado sugere que a agdo deietéria do veneno
sobre as células endoteliais pode ser mediada tanto pela sua interagdo com a
superficie celular, quanto pela sua internalizacdo pelas células endoteliais.



6. CONCLUSOES

Quanto a agio das toxinas do veneno de L. intermedia em células endoteliais da

aorta de coelho (RAEC) estabelecidas em cultura, podemos concluir que:

L]

O dlicosaminoglicano de Heparina ndo tem a capacidade de deslocar ou
impedir a ligacdo das toxinas do veneno sobre a superficie celular da
linhagem endotelial, embora aja uma interagdc das toxinas com esta
biomolécula in vitro. Assim, a interacdo do veneno com a superficie celular
pode ser considerada independente de cargas.

As toxinas interagem especificamente com a superficie celular, evidenciado
pela co-localizagéo do veneno com a Lectina WGA, demonstrando a interagéo
do veneno com carboidratos da superficie.

Ainda, o veneno pode induzir uma lise destes componentes, uma vez que, &
observada sua diminuigdo quando as células sdo incubadas com as toxinas
do veneno.

As toxinas do veneno de L. intermedia interagem com a subunidade B4 dos
receptores integrinicos de superficie celular.

Através da citometria de fiuxo, nota-se uma redugado da expressdo dessa
subunidade integrinica sobre a superficie celular, indicando uma possivel
acao deletéria do veneno sobre esses receptores.

H& também uma interagdo destas toxinas com o receptor integrinico
especifico para a molécula de fibronectina, a integrina asB4 uma molécula
importante envolvida nos processos de adesZo, migragdo e diferenciagdo
celular.

Ocorre uma diminuicdo da proliferagao das células, quando sdo expostas ao
veneno por 24 horas.

Apbs 48 horas de exposi¢éo, a proliferagido das células também & diminuida e
possivelmente o veneno esteja induzindo a morte das células endoteliais de
aorta de coelho em cultura. |



* O ensaio com laranja de acridina com as células expostas por 48 horas na
presenga do veneno revelaram sinais de morte celular tais como
condensacéao da cromatina e retrac&o citopiasmatica.

= A incubagao da linhagem RAEC com as toxinas do veneno por 24 e 48 horas
induz visiveis alteragbes ultraestruturais tais como: arredondamento da
morfologia celular; alteragdes na morfologia nuclear e presenga de naciéo
picndtico; presenga de corpos vesiculares e “blebs” na superficie celular,
presencga de corpos elétrondensos dispersos sobre os constituintes celulares;
presenga de grande compartimentos vacuolares & aumento no numero de
organelas semelhantes a lisossomos.

» Exposigdo as toxinas do veneno de L. intermedia induz o aumento de
compartimentos acidos.

= As toxinas do veneno podem estar sendo endocitadas pelas células RAEC,
tendo seu destino em lisossomos.
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