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RESUMO

O efeito do veneno de Loxosceles intermedia (aranha marrom) sobre a
membrana basal e suas principais moléculas constituintes foi investigado.
Observacbes em microscopio de luz mostraram que o veneno de L. intermedia
obtido através de choque elétrico e que reproduz dois dos principais sinais do
Loxoscelismo em laboratério (provoca dermonecrose em coelho e induz
agregacao plaquetaria), exibe atividade na membrana basal de EHS, reduzindo
seus perfis de marcagao apods coloragcdo com PAS, Alcian Blue e apéds
imunohistoquimica para laminina, comparado aos controles. Estudo de
microscopia eletronica confirmou os resultados acima, mostrando a agao do
veneno na membrana basal de EHS e demonstrando que as estruturas deste
tecido sdo susceptiveis ao veneno. Usando moléculas purificadas constituintes
de membranas basais, determinamos que o veneno nao € ativo contra laminina
ou colageno tipo IV, mas é capaz de clivar entactina e heparan sulfato
proteoglicano. Além disso, quando fragmentos de EHS foram incubados com
veneno detectamos uma liberagdo de laminina no sobrenadante, corroborando
a ocorréncia de algum rompimento na membrana basal. O efeito de
degradacdo do veneno sobre a entactina foi bloqueado por 1,10-fenantrolina,
mas nao por outros inibidores de proteases como PMSF, NEM ou pepstatina-A.
A 1,10-fenantrolina também inibe a degradacido da membrana basal causada
pelo veneno, indicando que uma metaloprotease do veneno esta envolvida
nestes efeitos. A degradagdo destas moléculas da matriz extracelular e a
susceptibilidade das membranas basais ao veneno loxoscélico podem levar a
perda da integridade vascular e glomerular, resultando em hemorragia e

problemas renais comuns apos o envenenamento.



INTRODUGAO

Os acidentes com a aranha marrom (Loxoscelismo) sao caracteristicos
por causarem dermonecrose, a mais evidente manifestagdo produzida pelo
envenenamento (Babcock et al., 1981; Rees et al., 1984), com formacéo de
edema, hemorragia e necrose no local da mordida e em ailguns casos com
efeitos sistémicos tais como agregacgao plaquetaria causando trombocitopenia
(Gates and Rees, 1990; Bascur et al., 1992), hemolise (Forrester et al., 1978),
coagulacgdo intravascular disseminada e problemas renais (Danny et al., 1964).

As membranas basais sdo finas camadas de macromoléculas
produzidas e secretadas adjacentes a varios tipos celulares tais como células
epiteliais, endoteliais, musculares, adiposas e células nervosas (Timpl et al.,
1987; Rohrbach and Timpl, 1993). A principal caracteristica molecular das
membranas basais &€ a presenga de uma consideravel variedade de
componentes bioquimicamente complexos arranjados estruturalmente como
uma rede. Todas as membranas basais possuem um grupo particular de
proteinas tais como colageno tipo IV, laminina, entactina e heparan sulfato
proteoglicano (Yurchenco and Schittny, 1990). Em mamiferos, as membranas
basais atuam em muitas fungdes essenciais. Sao substratos para receptores
de superficie celular que fornecem informagdes importantes para a célula
promover por exemplo diferenciagdo celular e crescimento de neuritos.
Também estdo envolvidos em angiogénese, adesao plaquetaria, uitrafiltragao
no glomérulo do rim onde o filtrado urinario é formado, e também tém muitas
outras fungdes (Farquhar, 1991; Rohrbach and Timpl, 1993).

Proteases hemorragicas de venenos de cobras (Fox and Bjarnason,
1995) produzem degradacgdo proteolitica dos constituintes das membranas
basais isolados de tumores Engelbreth-Holm-Swarm (Baramova et al., 1989) e
de membrana basal glomerular (Ohsaka et al., 1973).

A primeira evidéncia de atividade proteolitica em venenos de Loxosceles
spp foi descrito por Eskafi e Norment (1976) estudando o veneno de L. reclusa.
Seus resultados mostraram que o veneno possui atividade proteolitica contra
larvas de Heliothis virescens e Musca domestica. Jong et al. (1979), estudando

o0 mesmo veneno e trabalhando com derivados de L-aminoacil--naftilamida,

observaram que o veneno hidroliza L-leucil-B-naftilamida como o melhor



substrato, enquanto derivados de aminoacil basico e alifatico tais com valina,
alanina, arginina e lisina s&o hidrolizados menos eficientemente; e aminoacidos
aromaticos tais como tirosina e outros derivados de aminoacil tais como
prolina, serina, hidroxiprolina, glicina e cistina-di-B-derivados ndo mostraram
atividade detectavel.

O veneno de L. intermedia (aranha marrom) possui uma atividade de
degradacgao da fibronectina e fibrinogénio, duas moléculas soluveis da matriz
extracelular, bem como da gelatina (colageno desnaturado) (Feitosa et al.,
1998; Veiga et al., 1999), mas nao ha trabalhos prévios sobre proteases do
veneno de aranha com atividade degradativa da membrana basal. Baseado em
suas propriedades patogénicas, tais como a agdo dermonecrotica, atividade
trombocitopénica, hemorragia tecidual e problemas rénais, eventos que podem
ser atribuidos a presenca de enzimas proteoliticas que degradam moléculas da
matriz extracelular e especialmente a membrana basal, especulamos que o
veneno da aranha marrom (aranha dermonecrética) tem um potencial efeito de
degradagédo nesta estrutura. No presente trabalho estudamos a agao do
veneno de Loxosceles intermedia no sarcoma EHS, um tumor murino
transplantavel, que produz uma membrana basal com estrutura bem
caracteristica como uma capsula. Em experimentos usando microscopia de luz
e microscopia eletrdnica detectamos uma atividade do veneno induzindo
rompimento morfolégico da membrana basal de EHS. Usando moléculas
purificadas de membranas basais determinamos o efeito hidrolitico do veneno
na entactina e no heparan sulfato proteoglicano, indicando que a membrana
basal & susceptivel ao veneno. Através de experimentos com inibidores de
proteases detectamos que somente a 1,10-fenantrolina bloqueou os efeitos
entactinoliticos e disruptivos da membrana basal, indicando que

metaloproteases do veneno estdo envolvidas nestes efeitos.



MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Laminina, complexo laminina-entactina e entactina foram purificados do
tumor de Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) produzidos em fémeas de
camundongos C57-BL10 de 2 meses de idade como descrito por Timpl et al.
(1979) e Paulsson et al. (1987). Colageno tipo IV de placenta humana foi
adquirido da Sigma (St. Louis, USA). Anticorpos policlonais anti-laminina
(RbjalLN) e anticorpos policlonais anti-entactina (Rb,aET) foram produzidos
usando laminina e entactina purificados de EHS submetidos a SDS-PAGE

préparativos como descrito por Harlow and Lane (1988).

Linhagem celular, condigbes de cultura e purificagdo do proteoglicano heparan
sulfato e cadeias de polissacarideos

Linhagens estabelecidas de células endoteliais derivadas de aorta de
coelho (Buonassisi and Venter, 1976) cresceram em meio de cultura Ham’s F-
12 (Sigma) suplementado com soro fetal bovino 10% (Cultilab, Campinas,
Brasil) e penicilina/estreptomicina (1000 U e 10 mg por litro, respectivamente)
(Sigma). As células foram radiomarcadas com sulfato de sodio [®S] (IPEN, Sao
Paulo, Brasil) (150uCi/ml) por 24 horas em estufa & 37°C com 2.5% CO- sob
condicbes de umidade padrbes. Para a purificagdo do. heparan sulfato
proteoglicano, células endoteliais radiomarcadas foram solubilizadas com
tampao de lise (50mM Tris-HCI, pH 7.3, 1 % Triton X-100, 50mM NaC|', 5mM
CaClp, 5mM MgCl,, TmM PMSF e 2ug/mi aprotinina) por 15 minutos a 4°C. O
extrato foi obtido por centrifugacao por 10 minutos a 13000g e congelado até o
uso. O heparan sulfato proteoglicano ra_diomarcado foi purificado por uma
combinacdo de cromatografias de afinidade a gelatina, gel filtragdo e
cromatografia de troca idbnica como previamente descrito (Nader et al., 1987).
Cadeias de polissacarideos do heparan sulfato radiomarcado foram obtidas
apos digestdo com 50ug de Superase (forma de protease Chas Pfizer Co., NY)
por 4 horas a 60°C na preéenga de 0.8M NaCl, pH 8.0. Ao fim da incubacgao, a
mistura foi aquecida por 7 minutos & 100°C para inativar a enzima proteolitica e

o glicosaminoglicano radiomarcado foi precipitado com 2 volumes de metanol &



-20°C na presenca de 100ug de carreador de heparan sulfato (Nader et
al.,1989).

Extragdo do veneno da aranha marrom

O veneno foi extraido de aranhas capturadas na natureza e mantidas
por 1 semana sem nenhum tipo de alimentacdo. O veneno foi extraido das
queliceras das aranhas por eletroestimulagdo (15V) aplicado no cefalotorax e
coletado com uma micropipeta, concentrado sob vacuo e congelado & —85°C
até o uso. O veneno puro € um liquido transparente, enquanto que o veneno
contaminado com conteudos estomacais torna-se opaco e € sempre
descartado. Uma soma de veneno coletado de aproximadamente 5000 aranhas
foi usado nestes experimentos (Barbaro et al., 1992; Feitosa et al., 1998).

Ensaio proteolitico dos constituintes purificados da membrana basal
Laminina-EHS, complexo laminina-entactina-EHS (0.5mg diluido em
50mM tampao Tris-HCI, pH 7.3, contendo 1mM CaCl, e 1mM MgCl,) foram
incubados com 100pug do veneno de L. intermedia a 37°C. Aliquotas das
misturas (25ug) foram coletadas ao tempo O (zero) e depois de 16 horas de
incubacao e o efeito proteolitico do veneno foi interrompido pelo congelamento
das amostras a -20°C. Como controles, coletamos amostras somente de
veneno, ou amostras de moléculas purificadas apds 16 horas nas condigdes
experimentais, mas na auséncia de veneno, para checar a estabilidade
experimental destes substratos. Amostras foram submetidas a um SDS-PAGE
gradiente linear 3-15% sob condi¢des redutoras e o efeito proteolitico do
veneno foi visualizado por coloragdo com Azul de Coomassie R. Para os
efeitos de inibicdo de proteases, dimero laminina-entactina foi incubado com
veneno por 16 horas nas mesmas condicdes experimentais como descrito
acima, mas na presenga de 5mM de 1,10-fenantrolina, ou 10mM PMSF, ou
5mM NEM, ou 5ug/ml pepstatina-A, e analisado como descrito anteriormente.
Entactina purificada de EHS (aliquotas de 25ug) foram incubadas com
concentragdes crescentes de veneno (10, 20, 40 e 100ug) a 37°C por 16 horas.
Amostras foram analisadas por SDS-PAGE gradiente linear como descrito

acima, transferidas para uma membrana de nitrocelulose que foi imunotestada
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com um anticorpo policlonal para entactina de EHS. Para o colageno tipo iV, o
efeito degradativo do veneno foi checado sob as mesmas condigGes
experimentais exceto que a temperatura de incubacgio foi de 25°C. Para o
heparan sulfato proteoglicano (HSPG), o efeito hidrolitco do veneno foi
analisado usando 10,000 cpm do HSPG radiomarcado que foi incubado com
10ug de veneno a 37°C por 16 horas, ou incubado na auséncia de veneno
como controle da estabilidade experimental. As amostras foram submetidas a
SDS-PAGE gradiente linear 3-12% sob condi¢gbes nao-redutoras, e o gel foi
seco e exposto a um filme de raio-X a temperatura ambiente por 10 dias. Para
determinar a agcdo do veneno nas cadeias de polissacarideos do heparan
sulfato, o HSPG radiomarcado foi incubado com 10ug de veneno a 37°C por 16
horas, ou incubado na auséncia de veneno como controle. Os produtos obtidos
foram degradados com protease K (clivagem do nucleo protéico do HSPG) e
entdo analisados por eletroforese em gel de agarose, o gel foi seco e exposto a
um filme de raio-X por 10 dias.

Eletroforeses

Eletroforese em gel de poliacriilamida com SDS foi realizada como
descrito por Laemmli (1970). Amostras sob condic;éeé redutoras ou nao-
redutoras (ver legendas das figuras) foram analisadas em géis de
poliacrilamida 4% ou gradientes lineares de 3-12% ou 3-15%. Para as imuno-
reagOes, as proteinas submetidas a eletroforese foram transferidas por 16
horas para filtros de nitrocelulose (Towbin et al., 1979). Os marcadores
moleculares usados foram a miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa),
fosforilase b (98 kDa), albumina (67 kDa), ovalbumina (44 kDa) e anidrase
carbonica (29 kDa) comprados da Sigma. Proteinas transferidas para
membranas de nitrocelulose foram analisadas por western-blotting. Filtros
foram bloqueados com PBS contendo 5% leite em pd (Nestlé, Sao Paulo,
Brasil) e incubados sequencialmente a temperatura ambiente por 2 horas com
anticdrpo policlonal de coelho que reconhece a laminina (RbsaLLN) ou anticorpo
policlonal de coelho que reconhece a entactina (Rb2aET) diluidos 1:1000 e
1:500, respectivamente, em solugdo bloqueadora e em seguida com anticorpos

conjugados com fosfatase alcalina contra IgG de coelho (Sigma) diluido 1:4000
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em solugdo bloqueadora por 1 hora e entdo a reagao foi revelada em soluc;éd
de BCIP-NBT (Veiga et al., 1995)

Analise de glicosaminoglicanos (GAGs) foi realizada usando eletroforese
em gel de agarose com 0.05M de tampao acetato e 1,3-diaminopropano, pH
9.0 (Aldrich, Milwaukee, USA). Apds a corrida eletroforética, os GAGs foram
precipitados no gel usando 0.1% Cetavlon por 2 horas a temperatura ambiente
(Dietrich and Dietrich, 1976). Apds secar, o gel foi marcado com azul de
toluidina e exposto a um filme de raio-X (X-Omat, Kodak, USA) por 10 dias a
temperatura ambiente. Os marcadores de GAGs usados foram o heparan
sulfato de pancreas bovino, dermatan sulfato de pele de porco e condroitin

sulfato de cartilagem de tubarao (Seikagaku, Toéquio, Japao).

Métodos histolégicos citoquimicos para microscopia de luz

Os fragmentos de EHS foram fixados no fixador de Carnoy (Begak and
Paulete, 1976) por 3 horas. Apos fixagao, os tecidos foram lavados em etanol
absoluto, desidratados em etanol absoluto por 30 minutos (3X), processados
com etanol/xileno por 16 horas, clareados com xileno por 30 minutos (3X),
embebidos em parafina e cortados em segbes de 4um. As segdes foram
incubadas com PBS ou com veneno de Loxosceles intermedia (100ug/ml) por
" 16 horas a 37°C sob atmosfera umida. Apds a incubacgdo, as segbes foram
marcadas com acido periédico e reagente de Schiff (PAS) (McManus, 1948) e
Alcian Blue (Begak and Paulete, 1976). Para o efeito da 1,10-fenantrolina na
atividade hidrolitica do veneno contra membrana basal de EHS, os materiais
foram processados identicamente como acima e incubados com veneno na
presenca de 5mM de 1,10-fenantrolina e entdo marcados usando o método do
PAS.

Andlise de imunohistoquimica

Os cortes de fragmento de EHS montados em laminas de vidro foram
desparafinizados em xileno por 16 horas e rehidratados em uma série
crescente de etanol e agua. Os cortes de tecido do EHS foram incubados com
veneno de Loxosceles intermedia (100ug/ml) ou com PBS (controle) por 16

horas & 37°C sob condigdes umidas. Os cortes foram entdo lavados com PBS
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e incubados com H,0, 3% a temperatura ambiente por 15 minutos para inibir a
atividade da peroxidase endogena, lavados com PBS. Os sitios de ligagao
protéicos nao especificos foram bloqueados com albumina de soro bovino 1%
em PBS a temperatura ambiente por 30 minutos em camara umida. Apds
lavagem com PBS, cortes de EHS foram incubados com anticorpo policlonal
primario que reconhece a laminina (Rb;aLN) diluido 1:500, por 16 horas a 4°C.
Excesso de anticorpo foi removido com PBS e os cortes foram incubados com
anticorpo de cabra anti-igG de coelho conjugado com peroxidase (Sigma)
diluido 1:100. Apds posterior lavagem com PBS, a diaminobenzidina 0.05% foi
usada para visualizar a imunoreatividade. Os cortes foram lavados com PBS e

agua, desidratados com etanol, clareados em xileno, e montados em Entellan.

Microscopia eletrbnica de transmissdo

Os fragmentos de EHS foram fixados com fixador de Karnovsky
modificado (paraformaldeido 4% + glutaraldeido 2.5% em acido cacodilico
0.1M, pH 7.3) (Karnovsky, 1965) por 2 horas, lavados em tampao cacodilato
0.1M (pH 7.3), pés-fixado em OsO4 1% em tampé&o cacodilato 0.1M, pH 7.3,
por 1 hora, desidratados com etanol e 6xido de propileno e mantidos em Epon
812. Cortes de EHS ultrafinos foram obtidos com uma lamina de diamante em
um ultramicrétomo LKB. Os cortes foram incubados com PBS ou veneno de
Loxosceles intermedia (100ug/ml) por 16 horas a 37°C sob condigbes umidas,
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados com
um microscopio eletronico de transmissao JEOL-JEM 1200 EX Il a uma

aceleracao de voltagem de 80KV.

Microscopia eletronica de varredura

Os fragmentos de EHS foram fixados em fixador de Karnovsky
modificado (Karnosky, 1965) por 1 hora, lavados em tamp&o cacodilato, pH 7.3,
incubados com PBS ou veneno de Loxosceles intermedia (100ug/mi) por 16
horas e pos-fixados em OsO4 em 1% tampao cacodilato 0.1M (pH7.3) por 1
hora. Eles foram entdo desidratados em etanol, secos no ponto critico,
cobertos com ouro e examinados com um microscopio eletronico de varredura
Philips modelo MEV XL-30.



Ensaio de agregacéo plaquetaria

Plasma humano rico em plaquetas foi obtido por centrifugacao
diferencial de sangue humano fresco mantido em dextrose-acido citrico. A
agregacado plaquetaria na presenga de veneno (ver Legendas para as
concentracbes) foi realizada a 37°C a um nivel de 1,000 rpm usando um
agregdmetro Becton-Dickinson como descrito (Plow et al., 1986).

Estudos de dermonecrose

Para avaliacdo do efeito dermonecrotico, veneno obtido com descrito
acima (amostras de 40ug diluidas em PBS), foram injetados intradermicamente
em uma area raspada da pele de coelho. A lesdo dermonecrética foi checada -
1,2, 6 e 12 horas, 1, 2 e 5 dias ap6s a injegao.
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RESULTADOS

Padrdo da membrana basal de EHS e controle de qualidade da toxicidade do
veneno

Figura 1 mostra a estrutura do tecido de EHS visualizado por
microscopia de luz (1A), microscopia eletrbnica de transmissdo (1B) e
microscopia eletronica de varredura (1C). Figura 1D e 1E representa o controle
de qualidade da habilidade do veneno liberado por eletrochoque de produzir os
principais sinais do Loxoscelismo. Figura 1D mostra uma lesao dermonecrética,
0 mais caracteristico dos sinais provocado por envenenamento com
Loxosceles spp. A lesao progride de uma aguda reagao inflamatéria local com
edema, eritema e hemorragia na derme até uma lesdo escamosa negra
produzida pela necrose e deslocamento gravitacional. Figura 1E demonstra a
atividade de agregagao plaquetaria induzido pelo veneno in vitro, um efeito
dependente da concentragao. Quando desnaturado por aquecimento o veneno
ndo induz agregag¢ao plaquetaria, suportando uma atividade dependente da

conformacgao.

Efeito proteolitico do veneno de L. intermedia em cortes de membrana basal de
tecido de EHS

Primeiramente investigamos um efeito degradativo provocado pelo
veneno total de L. infermedia em membrana basal de EHS. Figura 2 mostra
gue a membrana basal de EHS tratada com 100ug de veneno (VEN) em PBS
por 16 horas e marcada com Acido Periédico de Schiff (PAS), Alcian Blue
(Alcian Blue), ou testada imunohistoquimicamente para laminina,
demonstrando uma reducgéo no perfil de coloragdo quando comparadas com as
amostras controle incubadas com PBS sob as mesmas condigoes

experimentais.

Efeito do veneno na membrana basal de EHS, analisado por microscopia
eletrbnica

Uma vez que microscopia de luz tem algumas limitagOes, realizamos um
experimento adicional para checar a possivel agéo do veneno de L. intermedia

em membranas basais. Como mostrado na Figura 3, cortes do tecido tumoral



de EHS foi incubado por 16 horas a 37°C com 100ug/ml de veneno diluido em
PBS, ou similarmente incubado com PBS (controle) e entdo processados para
microscopia eletronica de transmissao ou microscopia eletronica de varredura.
Imagens da microscopia eletrdnica de alta resolugdo confirmaram que o
veneno tem uma atividade hidrolitica na membrana basal de EHS, como
préviamente observado por microscopia de luz. Controles mostraram uma
membrana basal regular rodeando o tumor. O material tratado com veneno
mostrou uma membrana basal com borda irregular (flecha) com muitos pontos
de disrupcdo. A microscopia eletronica de varredura mostrou a membrana
basal como uma capsula no controle. Por outro lado, esta membrana basal

capsular aparenta estar rompida no material tratado com veneno.

Efeito do veneno de L. intermedia em componentes purificados da membrana
basal: laminina, dimero laminina-entactina, entactina e colageno 1V

Para confirmar a atividade degradativa do veneno contra a membrana
basal, incubamos laminina purificada, complexo laminina-entactina e entactina
purificada com veneno a 37°C por 16 horas. Colageno tipo IV foi incubado a
25°C uma vez que colageno tipo IV purificado é desnaturado a temperaturas
acima de 30°C (Mackay et al., 1990). Como visto na figura 4A, nem a cadeia a;
da laminina nem as cadeia B1 ou y; sofreram algum tipo de degradacgao
proteolitica pelo veneno. O veneno também ndo possui um efeito degradativo
em colageno tipo IV (4D), mas clivou a entactina quando complexada com

laminina (4B) ou como molécula purificada (4C).

Efeito do veneno no heparan sulfato proteoglicano e cadeias de
polissacarideos heparan sulfato

Para completar a analise molecular da agao do veneno de L. intermedia
em constituintes da membrana basal checamos a atividade degradativa do
veneno no proteoglicano heparan sulfato endotelial, uma molécula importante
encontrada em membranas basais. O heparan sulfato proteoglicano endotelial
foi incubado com veneno a 37°C por 16 horas e PBS foi usado como controle

negativo. Como pode ser observado na Figura 5A, o veneno hidroliza o nucleo
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protéico do heparan sulfato proteoglicano, mas nao possui atividade contra a -

cadeia de glicosaminoglicano heparan sulfato (5B).

Efeito degradativo do veneno de L. intermedia na membrana basal com
liberagdo de laminina

Baseado no fato de que as membranas basais sdo uma rede intrincada
formada por interagdes especificas entre seus constituintes (Yurchenco and
Schittny, 1990) e no fato de que o veneno degrada a entactina e o nucleo
protéico do heparan sulfato proteoglicano, mas aparenta nao ter nenhuma agao
ém laminina e colageno tipo IV, investigamos uma possivel atividade
desintegradora do veneno na estrutura da membrana basal, uma vez que apos
a clivagem da entactina e do proteoglicano heparan sulfato, moléculas
conectadas na rede da membrana basal podem sofrer algum tipo de separagdo
e desrup¢ao. Tecido de EHS (aproximadamente 1mg) foi incubado com 100ug
de veneno e o sobrenadante foi testado para laminina por um western-blotting
usando um anticorpo policlonal que reconhece a laminina. Como pode ser visto
na Figura 6, o tratamento da membrana basal com veneno libera laminina mas,
de acordo com experimentos anteriores, nao possui atividade hidrolitica

aparente nesta molécula.

Efeito inibitério da 1,10-fenantrolina nas atividades proteoliticas do veneno

Para obter informacdo sobre a natureza dos efeitos proteoliticos
produzidos pelo veneno de L. intermedia sobre a membrana basal de EHS,
estudamos sua acao degradativa da entactina na presenca de inibidores para
0os quatro principais grupos de enzimas proteoliticas, tais como a 1,10-
fenantrolina (inibidor de metaloproteases), PMSF (inibidor de serino-proteases),
NEM (inibidor de tiol-proteases) e pepstatina-A (inibidor de proteases acidas).
Como demonstrado na Figura 7A, o efeito entactinolitico do veneno foi
bloqueado somente pela fenantrolina. Nosso proximo objetivo foi estudar a
atividade da 1,10-fenantrolina sob o efeito destrutivo do veneno contra
membrana basal de EHS. Como demonstrado na Figura 7B, cortes do tecido
de EHS tratados com 100ug de veneno na presenca de 5SmM de fenantrolina e
corado com PAS mostraram um perfil de marcacdo idéntico ao controle

negativo (incubado com PBS), comparado ao controle positivo (incubado
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somente com veneno) que mostra o perfil da membrana basal de EHS

degradada.



- 18

DISCUSSAO

No presente estudo checamos a possibilidade de o veneno da aranha
marrom agir diretamente em moléculas da membrana basal. Realizamos
experimentos usando membrana basal de EHS, a mais util e conveniente fonte
para estudos com membrana basal e um modelo na area (Timpl et al., 1987).
Nossa hipdtese de trabalho se baseou nos efeitos ativados pelo veneno da
aranha marrom in vivo, e trabalhos anteriores mostram que varios venenos de
cobra podem hidrolizar membranas basais. Ohsaka et al. (1973) descreveu as
atividades de hemorraginas isoladas do veneno de Trimeresurus flavoridis,
sobre membrana basal renal, postulando que seus efeitos toxicos podem
causar hemorragia pelo enfraquecimento de capilares apds degradar a matriz
extracelular subendotelial. Civello et al. (1983) reportou que a proteinase
hemorragica IV (HP-IV) do veneno de Crotalus horridus horridus catalisa a
hidrélise completa de membranas basais, sugerindo que este efeito esta
envolvido no mecanismo de agdo hemorragica do HP-IV. Baramova et al.
(1989), estudando quatro metaloproteases hemorragicas, Ht-a, Ht-c, Ht-d e Ht-
e, do veneno de Crotalus atrox, determinaram sua habilidade de clivagem do
colageno tipo 1V, laminina e entactina, principais constituintes das membranas
basais, sugerindo que estas degradag¢des podem levar a perda da integridade
capilar resultando em hemorragia.

Nossos dados iniciais se baseiam em estudos de microscopia de luz de
membranas basais de EHS incubados com veneno de L. intermedia e
marcados para glicoproteinas (PAS), proteoglicanos (Alcian Blue) ou laminina
(imunohistoquimica usando um anticorpo policlonal anti-laminina). Os
resultados, ilustrados na Figura 2, indicam claramente que o veneno age em
membranas basais, com significante redugdo nos padroes de marcagao
comparado as marcagdes obtidas por preparacbes controle. Figura 2C
(imunohistoquimica para laminina) posteriormente suporta esta conclus&o,
mostrando um rompimento apreciavel da membrana basal comparado ao
controle.

Estudos por microscopia eletronica de membrana basal de EHS tratadas
com veneno (Figura 3) indicaram a atividade do veneno contra esta estrutura.

Analises por microscopia eletronica de transmissé@o e microscopia eletronica de
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varredura mostraram regides da membrana basal rompidas. As lesdes estavam
ausentes nos experimentos controle.

Testamos também se constituintes moleculares purificados da
membrana basal representam substratos para o veneno. Como visto na Figura
4, o veneno de L. intermedia aparentemente nao tem atividade contra a
laminina, ou colageno tipo IV, as principais moléculas desta estrutura. Em
contraste, o veneno possui habilidade para hidrolizar a enfactina, uma molécula
ligante de laminina, colageno tipo IV e heparan sulfato proteoglicano, atuando
como uma ponte na organizagao da membrana basal (Yurchenco and Schittny,
1990). A agdo hidrolitica do veneno na entactina (150kDa) resultaram em
fragmentos de aproximadamente 100kDa e 50kDa, quando o complexo
laminina-entactina foi checado a uma razéo de 5:1 substrato:veneno (4B e 7A),
indicando uma habilidade degradativa contra esta molécula. Quando a
- entactina foi testada contra o veneno, fragmentos similares foram obtidos, mas
estes fragmentos foram subsequentemente degradados com crescentes
concentracdes de veneno (4C). Resultados similares para digestdo da
entactina tém sido descritos para componentes de venenos de cobras
(Baramova et al., 1989; Fox and Bjarnéson, 1995). Esta diferenca nos padroes
de clivagem para o complexo laminina-entactina e para entactina purificada
tratados com veneno pode ser explicado pelo fato de que a laminina, por
interagir com a entactina, pode esconder regides da entactina mais
susceptiveis a agdo degradativa do veneno, como previamente detectado para
atrolisinas de veneno de cobra (Fox and Bjarnason, 1995). Por outro lado, uma
vez que a entactina é geralmente considerada desnaturada apds os
procedimentos usados durante a sua purificacdo (Paulsson et al., 1987; Fox et
al., 1991), podemos também supor que esta diferenca no padrao de clivagem
produzido pelo veneno esta relacionado a uma alteracdo conformacional da
entactina que facilita a atividade degradativa do veneno pela exposicdo de
sitios normalmente escondidos. O veneno de L. intermedia também degrada o
nucleo protéico do heparan sulfato proteoglicano de células endoteliais (5A),
mas tem uma aparente falta de atividade nas cadeias de polissacarideos de
heparan sulfato (5B). Uma vez que proteoglicanos contribuem para as
propriedades de semipermeabilidade da membrana basal e o heparan sulfato

proteoglicano, no glomérulo renal, aparentam ser importantes em prevenir a
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passagem de macromoléculas do sangue para a urina (Farquhar, 1991), é
possivel que a injuria renal com proteinuria provocado pelo envenenamento da
aranha marrom pode ser atribuido a este efeito hidrolitico no nucleo protéico do
heparan sulfato proteoglicano da membrana basal.

As membranas basais consistem principalmente de moléculas
conectadas que podem ligar diretamente uma com as outras (Yurchenco and
Ruben, 1987; Yurchenco and Schittny, 1990) e, como demonstrado acima, o
veneno de L. intermedia nao possuia atividade lamininolitica nem colagenolitica
tipo IV, mas possui a habilidade de hidrolizar entactina e o proteoglicano
heparan sulfato (Figuras 4,5 e 7). Baseado no experimento da Figura 6
(liberacdo de laminina de membrana basal de EHS), podemos propor que o
efeito degradativo do veneno de aranhas na entactina e no nucleo protéico do
proteoglicano heparan sulfato torna a estrutura em rede da membrana basal
mais susceptivel a avarias, com liberacdo de laminina nos sitios afetados pelo
veneno. O sitio ligante de laminina da entactina esta localizado no dominio
globular C-terminal que consiste aproximadamente em 330 residuos de.
aminoacidos. Interessantemente € o mesmo fragmento da entactina que
promove a interagdo com colageno tipo IV (Mann et al., 1988). Podemos
especular que a liberacdo da laminina de membranas basais de EHS ocorre
em funcdo da atividade degradativa dos principios do veneno em regides
sensiveis a proteinases dos dominios da entactina, envolvidas na ligacéo a
laminina, assim rompendo a interagdo com laminina e efetivamente
dissociando a laminina do colageno IV. Aumailley et al. (1989) detectaram que
mesmo os bragos longo e curto da laminina se encontram associados com
colageno tipo IV, uma vez a entactina € extraida da laminina, significante
interagdo entre laminina com colageno IV nao pode ser detectado o que pode
ser interpretado pelo fato que o ligante entactina é a principal interagdo (de
maior afinidade) entre laminina e colageno tipo IV. Similarmente, o efeito
hidrolitico dos principios do veneno no nucleo protéico do heparan sulfato
proteoglicano pode também ser efetivo em dissociar a laminina da membrana
basal. A interagdo do heparan sulfato proteoglicano com outros constituintes da
membrana basal pode permitir regulagio coordenada da estrutura e fungio da
membrana basal (Yurchenco and Schittny, 1990). A atividade do veneno contra

o nucleo protéico do heparan sulfato proteoglicano pode alterar a estabilidade e
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porosidade da membrana basal, resultando em modificagdes na arquitetura da.
matriz.

Baseado na observacdo que o veneno de L. intermedia hidroliza a
entactina e o heparan sulfato proteoglicano e libera laminina da membrana
basal, e no fato de que estas moléculas sdo importantes no suporte da
integridade funcional-estrutural desta estrutura tecidual, podemos especular
que o efeito de rompimento da membrana basal do veneno € um mecanismo
plausivel para a hemorragia e consequéncias da deficiéncia renal, que junto
com outras propriedades anti-coagulantes (Futrell, 1992; Feitosa et al,, 1998)
provem um mecanismo plausivel para a toxicidade do veneno da aranha
marrom. O efeito inibitério da 1,10-fenantrolina sobre a atividade entactinolitica
e o efeito degradativo do veneno contra membrana basal de EHS, indicam a
participacdo de metaloprotease(s) nestas atividades e sugerem uma
possibilidade de uma terapia baseado em inibidores de proteases no

Loxoscelismo.



FIGURAS

22



23

Figura 1 Padrao da Membrana Basal de EHS e Controle de Qualidade da
Toxicidade do Veneno.

1A - Microscopia de luz de células do tumor de EHS marcadas com
hematoxilina-eosina (ampliagdo, 600X). 1B - Eletromicrografia de microscépio
eletrdnico de transmissdo (ampliacdo, 2000X) e 1C - Eletromicrografia de
microscopio eletrbnico de varredura (ampliacdo, 579X) do tecido de EHS.

Flechas apontam a capsula do tumor o qual é uma fina matriz extracelular.



JRE 1 Veiga et al., 1999
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1D - Coelhos foram injetados intradermicamente com 40jig do veneno
bruto de L intermedia. Lesbes foram avaliadas a 1, 6 e 12 horas, 1, 2 e 5 dias
apos a injecao.



1h 6 h 12h

1d 2d 5d

:IGURE 1D Veiga et ai,51999



1E - Plasma rico em plaquetas foi incubado com veneno a concentracao
de 100ag (I), 25j.9(ll) ou 100Jig de veneno previamente desnaturado pelo
aguecimento (5 minutos a 100°C) (lll). A abscissa representa o tempo em

segundos e a ordenada representa a porcentagem de agregacao plaquetaria.



l

% OF AGGREGATION

NN

) ..w_yp W)

e P .

o . .. 4-
T N i A

. .
A Ay
. o St e Ve !
s PR S S 3
;

(g

. _
. . , _ .
. s A e SR
frodge foy it Loy e AT A e et AL e A e
NG A g PR T LY ) ‘ N
. Mt B T R : : '
LI . e U S SO e

[

TIME IN SECONDS



26

Figura 2: Atividade do Veneno de L. intermedia em Membrana Basal de EHS.
Cortes de tecido de EHS foram incubados com veneno de L. intermedia
por 16 horas a 37°C (VENOM) ou com PBS como controle (PBS) e entdo
marcados para glicoproteinas (PAS) e proteoglicanos (Alcian Blue) ou testados
para a laminina por uma reacao de imunohistoquimica (anti-LN) (ampliacdo da

microscopia de luz, 200X).
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Figura 3: Acdo do Veneno de L. intermedia em Membrana Basal de EHS
~ Analisadas por Microscopia Eletronica.

Cortes finos do tecido de EHS foram incubados por 16 horas a 37° com
veneno de L. intermedia (VENOM) ou PBS como controle negativo (PBS),
marcados com tetroxido de 6smio, e analisados por microscopia eletronica de
transmissao (ampliacdo, 4000X) (TEM), ou alternativamente cobertos com ouro
e entdo examinados com microscopia eletronica de varredura (ampliagao,

3865X) (SEM). Flechas apontam a membrana basal.
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Figura 4: Efeito de Veneno de L. intermedia em Laminina Purificada, Complexo
Laminina-Entactina, Entactina Purificada e Colageno Tipo IV.

Laminina purificada (4A), complexo laminina-entactina (4B), 0.5mg
diluido em 1ml de tampéao Tris-HCI 50mM, pH 7.3, .contendo 1mM CaCl; e 1mM
MgCls, ou colageno tipo IV (4D), 0.5mg diluido em 1ml de acido acético 0.5M e
entdo neutralizado a pH 7.3 contendo 1mM CaCl; e 1mM MgCl,, foram
incubados com 100ug de veneno a 37°C para laminina e complexo laminina-
entactina ou a 25°C para colageno tipo IV. Aliquotas das misturas de incubacao
(25pg de proteinas) foram removidas em diferentes intervalos de tempo e
submetida a eletroforese (SDS-PAGE gradiente linear 3-15%) sob condi¢cdes
redutoras. Coluna 1: somente veneno; coluna 2: misturas no tempo O; coluna 3:
misturas no tempo 16 horas; coluna 4: somente substrato no tempo 16 horas.
Os géis foram corados com Coomassie Blue. Marcadores de peso molecular
sdo mostrados a esquerda. Flechas escuras apontam para a cadeia o4 da
laminina, cabec¢a de flecha escura mostra as cadeias 31 € y1 da laminina que
comigram, a flecha cinza representa a entactina, e a cabeca de flecha cinza
mostra o fragmento da entactina ap6s a hidrolise pelo veneno. Os principais
componentes de 100, 130, 160 e 170 kDa do colageno tipo IV extraido da
placenta humana pela pepsina pode ser visto na figura 4D. O asterisco
representa a principal migracao eletroforética do veneno. Em 4C, amostras de
entactina purificadas (25ug) foram incubadas com concentragdes crescentes
de veneno. Coluna 1: entactina mais 10ug de veneno; coluna 2: entactina mais
20ug de veheno; coluna 3: entactina mais 40ug de veneno, e coluna 4:
entactina mais 100ug de veneno. A atividade proteolitica do veneno foi
visualizada apés SDS-PAGE gradiente linear 3-15% e imunoblotting usando

um anticorpo policlonal que reconhece a entactina.
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Figura 5. Agado do Veneno de L. intermedia no Heparan Sulfato Proteoglicano
Endotelial e Cadeias de Polissacarideos Heparan Sulfato.

5A — Células endoteliais foram ‘marcadas com sulfato de sodio (®S),
150uCi por 1ml de meio. O heparan sulfato proteoglicano purificado
radiomarcado (10,000cpm) foi incubado com veneno (10ug) ou com PBS
(controle) a 37°C por 16 horas. Amostras foram analisados por SDS-PAGE 3-
12% e o gel foi seco e exposto a um filme de raio-X. Coluna 1 mostra a
autoradiografia do proteoglicano heparan sulfato (controle) e coluna 2 mostra o
proteoglicano heparan suifato incubado com veneno. Componentes do veneno
degradam o heparan sulfato proteoglicano, liberando fragmentos.

5B — O mesmo procedimento experimental foi repetido usando cadeias
de polissacarideos heparan sulfato como substrato para o veneno. Os produtos
obtidos foram analisados por uma eletroforese em gel de agarose em tampao
1,3-diaminopropano acetato 0.05M, pH 9.0. Apéds a corrida os compostos foram
precipitados com 0.1% cetavion por 2 horas, e o gel foi entdo seco e exposto a
um filme de raio-X. Coluna 1 mostra as cadeias de polissacarideos de heparan
sulfato incubados com PBS (controle) e coluna 2 mostra as cadeias de
polissacarideos de heparan sulfato apds o tratamento com veneno. A esquerda
os marcadores de glicosaminoglicanos: CS condroitin sulfato, DS dermatan
sulfato e HS heparan sulfato. Componentes do veneno nao possuem acgao na

cadeia de polissacarideo heparan sulfato.
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Figura 6: Atividade do Veneno de L. intermedia na Liberagdo da Laminina da
Membrana Basal de EHS. '

Tecido de EHS (1mg) foi incubado com veneno (100ug) por 16 horas a
37°C. O sobrenadante (50ul) foi submetido a SDS-PAGE 4% sob condigdes
nao-redutoras e transferidos para membrana de nitrocelulose que foi testada
com um soro hiperimune policlonal anti-laminina.de coelho. Coluna 1 mostra
laminina purificada de EHS (5ug) usado como controle e coluna 2 mostra
material obtido do sobrenadante apos tratamento da membrana basal de EHS

com veneno. Marcadores de peso molecular sdo mostrados a esquerda.
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Figura 7: Agao Inibitéria da 1,10-fenantrolina no Efeito Proteolitico do Veneno
de L. intermedia. |

7A — Complexo laminina-entactina purificado foi incubado por 16 horas
(mesmo procedimento experimental descrito para a figura 4) com veneno na
presenga de diferentes inibidores de proteases: fenantrolina (coluna 4), PMSF
(coluna 5), NEM (coluna 6) e pepstatina-A (coluna 7). Coluna 1 mostra somente
veneno, coluna 2 mostra somente laminina-entactina e coluna 3 mostra
laminina-entactina na presenca de veneno e auséncia de inibidores. Flecha
aberta mostra cadeia a4 da laminina, flecha escura mostra cadeias 4 e y1 da
laminina, cabeca de flecha mostra a entactina intacta, asterisco mostra o
fragmento da entactina de 100 kDa, sinal de adi¢do mostra o fragmento da
entactina de 50 kDa e o sinal de subtracido indica a principal posi¢do das
proteinas do veneno.

7B — Cortes do tecido de EHS foram incubados com veneno de L.
intermedia por 16 horas a 37°C (+), com PBS como controle negativo (-) € com
veneno na presenca de 1,10-fenantrolina (Phe) e marcados para glicoproteinas

(PAS). A ampliagdo das micrografias foi de 400X.
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